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Vorwort

Bosartige Neubildungen stellen nach Erkrankungen des Herz-Kreislaufsystems die
zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar. Jahrlich sterben Gber
220.923 Patienten aufgrund ihrer Tumorerkrankung, dies entspricht ungefahr jedem
vierten Verstorbenen. Fir einige Tumorentitdten, beispielsweise Prostata- und
Brusttumore, haben sich die Prognose und Mortalitatsraten innerhalb der letzten Jahre
durch die Entwicklung neuer Diagnose- und Therapieverfahren deutlich verbessert.
Jedoch gibt es noch immer Tumorarten, die aufgrund ihres aggressiven Phanotyps und
ihrer disseminierten Metastasierung schlecht therapierbar sind. Zu diesen zahlt das
maligne Melanom, welches friihzeitig erkannt noch recht gute Heilungschancen
aufweist. In spateren Stadien jedoch ist die Behandlung mit etablierten
Bestrahlungsmethoden und Chemotherapeutika aufgrund der intrinsischen und
erworbenen Resistenz sowie der zunehmenden gleichzeitigen Schadigung gesunden
Gewebes nur sehr eingeschrankt moglich.

Zur Entwicklung neuer individualisierter Therapieansatze bedarf es der Erforschung
zugrundeliegender Mechanismen und beteiligter Molekule, die insbesondere bei der
Progression des metastasierenden Melanoms von Bedeutung sind. Sowohl als
potentieller Biomarker mit hoher prognostischer Signifikanz als auch als Tumor- und

Metastasierungs-assoziiertes Protein wurde das S100A4 identifiziert.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Aufklarung der Bedeutung von S100A4
und dessen Interaktion mit dem Rezeptor fir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte
(RAGE) bei der prometastatischen Aktivierung von A375-Melanomzellen. Mit Hilfe
transfizierter, S100A4- und RAGE-Uberexprimierender A375-Zellen sollte die
Beeinflussung der prometastatischen Prozesse untersucht werden. Des Weiteren
wurde durch die Verwendung von zerebralen Endothelzellen ein dichter
Endothelzellrasen generiert, wodurch das Verhalten der Melanomzellen an einer Blut-
Gewebe-Schranke, speziell der Blut-Hirn-Schranke, modelliert werden konnte. Im
Vordergrund stand dabei der Einfluss von rekombinantem und zell-basiertem S100A4
auf die Permeabilitat des Endothelzell-rasens. Durch intrakardiale Injektion der A375-
Melanomzellen sollte abschlieBend die Metastasierung in vivo naher charakterisiert
werden. Ausgehend davon ermdglicht die genaue Kenntnis der regulativen
Mechanismen bei der S100A4-vermittelten Metastasierungskaskade neue Wege, um

zielgerichtete Therapieansatze abzuleiten.
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1.1 Das maligne Melanom

1.1.1  Entstehung, Risikofaktoren und Diagnose

Maligne Erkrankungen der Haut werden unterschieden in Basalzellkarzinome,
Plattenepithelkarzinome, maligne Melanome und andere seltenere Karzinome. Die
Mehrheit der malignen Melanome lasst sich wiederum in vier Arten einteilen: das
superfiziell spreitende Melanom (ca. 70%), das nodulare Melanom (5%), das lentigo
maligne Melanom (4-15%) und das akrolentigindse Melanom (5%) [1]. Diese
unterscheiden sich sowohl in ihrer Auspragung als auch in der Wachstums-
geschwindigkeit und demzufolge auch in der Uberlebensprognose. In friihen Stadien
stellt sich das maligne Melanom als kleines, primares Hautmelanom mit guten
Uberlebensraten von (iber 80% dar. Wird das Melanom hingegen erst zu einem spaten
Zeitpunkt diagnostiziert, manifestiert es sich meist als aggressiver, weitestgehend
behandlungsresistenter und stark metastasierender Typ [1]. Dadurch sinkt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit auf unter 10%. Im Jahr 2010 verstarben in Deutschland
Uber 2.000 Melanom-Patienten; dies entspricht rund 1,2% aller Krebs-Sterbefalle [2].
Neben dem Hautmelanom gibt es auch das Aderhautmelanom, wobei dieser Tumor
direkt aus entarteten Melanozyten der Aderhaut entsteht [3]. Das Melanom ist im
Gegensatz zu anderen Hauttumoren kein Karzinom, das heif3t es entsteht nicht wie
diese aus Epithelzellen, sondern aus Melanozyten, die wahrend der Embryonal-
entwicklung aus der Neuralleiste in die Haut einwandern [4]. Somit unterscheidet sich
das Melanom grundlegend in Wachstum und Auspragung von anderen Hauttumoren.
Mehr als 95% der Melanome befinden sich in den tiefen Schichten der Epidermis
(kutanes Melanom), wobei es vereinzelt auch nicht-hautstdmmige Tumore in der
Magenschleimhaut, dem Magen-Darm-Trakt, im Urogenitalsystem und in den
Lymphknoten gibt.

Ausgangspunkt des Melanoms sind die oben genannten Melanozyten in der Epidermis,
deren naturliche Funktion die Synthese von Melanin zum Schutz vor UV-Strahlung ist.
In frihen Stadien kommt es durch eine Anhaufung von Melanozyten zur Ausbildung
eines Navus, auch Muttermal oder Leberfleck genannt. In der ersten Phase, dem
radialen Wachstum, nimmt das Melanom vor allem an GroRe zu und durchsetzt
zunehmend die Epidermis. Die Aufwartsbewegung und das vertikale Aufstapeln von
Melanozyten sind histologisch als erste Merkmale eines progressiven Melanoms
nachweisbar. Im darauffolgendem vertikalen Wachstum steigert sich das metastatische

Potential, wobei einzelne Zellen in Lymph- und Blutbahnen auswandern kénnen [5].
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Aufgrund der verbesserten Friherkennung seit 2008 machte das maligne Melanom in
Deutschland im Jahr 2010 ca. 4% aller Krebs-Neuerkrankungen (19.220 Falle; Vgl.
2008: 17.800 Falle) aus und war somit die funfthaufigste Tumorentitat nach Tumoren
der Prostata, des Darms, der Lunge und der Harnblase bei Mannern bzw. der
Brustdrise, des Darms, der Lunge und der Gebarmutter bei Frauen. Aufwendige
Aufklarungskampagnen fuhrten zu leicht sinkenden Neuerkrankungsraten in den
letzten Jahren. Jedoch steigt die weltweite Haufigkeit von Melanomen nicht zuletzt
aufgrund der demographischen Entwicklung, der hohen UV-Belastung in Form von
Solarien/Sonnenbadern und der klimatischen Veranderungen, die eine Erhdhung der
UV-Strahlendosis nach sich ziehen, immer weiter an. Auch spielen zunehmend
kanzerogene Stoffe in der Umwelt und der Nahrung eine Rolle [3, 6, 7]. Der Einfluss
von Hormonen, insbesondere von Vitamin D, auf die Melanomagenese ist bisher nur
unvollstandig geklart. So gibt es bereits einige Studien, die belegen, dass Vitamin D
sowohl praventiv als auch therapeutisch beim Melanom eingesetzt werden kann [8].
Weitere entscheidende Risikofaktoren liegen in dem Vorhandensein und der Haufigkeit
von Muttermalen, der Familiengeschichte und dem Hauttyp [1, 9]. Das Krebsrisiko fur
die weilRe Bevodlkerung liegt um etwa 10% hoher, als das der Menschen mit starker
pigmentierter Haut. Die Zahl, Grélke und Dichte der Melanosomen in den Melanozyten
bestimmt die Hautfarbe und somit auch den Grad an UV-Schutz. Demzufolge erleiden
hellhdutige Menschen haufiger einen Sonnenbrand, welcher vor allem in Kinderjahren
nach wie vor das groéf3te Risiko flr eine spatere Melanom-Entwicklung darstellt [2].

Hinsichtlich der Erkennung des malignen Melanoms wurde in den vergangenen Jahren
vor allem die ,ABCDE-Regel“ angewandt. Dabei werden Pigmentflecken hinsichtlich
Asymmetrie (asymmetry), Umrandung (border irregularity), Farbe (colour),
Durchmesser (diameter) und Veranderung (evolving) charakterisiert [1]. Heutzutage gilt
vor allem das Motto ,anders als andere®. Damit soll die Bevdlkerung fir jene
Pigmentflecken und Muttermale sensibilisiert werden, die entweder besonders schnell
wachsen oder sich in Form, GroRRe, Farbe und Oberflachenbeschaffenheit deutlich von
den anderen unterscheiden. Neben der Ublichen makroskopischen Beurteilung der
Haut stehen fir eine detaillierte Beurteilung verschiedene Dermatoskope
(Epilumineszenz-Mikroskope) zur Verfliigung, mit denen auch tiefere Hautschichten
elektronisch ausgewertet werden. Eine abschlieRende Diagnose des Melanoms erfolgt
durch eine Biopsie und die histologische Untersuchung der betroffenen Hautstelle.
Auch hierbei ergeben sich Schwierigkeiten, da das Melanom von anderen unublichen
melanozytaren Navi, Knoétchen in kongenitalen Navi, atypische und dysplastische Navi
und anderen ungewohnlichen Navi-Varianten, wie beispielsweise dem Spitz-Navus,

unterschieden werden muss [1].
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1.1.2 Progression und Metastasierung

Nach der Diagnose des Melanoms ist auch die Einteilung in die verschiedenen Stadien
zur Beurteilung der Behandlungsmdglichkeiten und zur Abschatzung der Heilungs-
chancen wichtig. Je nach Eigenschaft und Metastasierungsgrad des Tumors wird
dieser in funf Stadien eingeteilt. Im Stadium O ist das Melanom als solches aufgrund
der Melanozyten-Vermehrung mit atypischen Zellen in der Epidermis bereits
diagnostizierbar, wobei aber noch keine tiefer liegenden Hautschichten betroffen sind.
In diesem Falle spricht man auch von einem Melanom in situ. Je nach Tumordicke,
Mitoserate und Schadigung der Epidermis, auch Ulzeration genannt, werden
Primartumore in die Stadien | und Il eingeteilt. In diesen zwei Anfangsstadien
proliferiert der Tumor sehr stark, wobei das normalerweise regulierte Wachstum
ausdifferenzierter Zellen durch autokrine Wachstumsfaktoren (beispielsweise den
epidermalen Wachstumsfaktor, EGF) stimuliert wird. Des Weiteren werden Apoptose-
einleitende Prozesse in Zellen mit irreparablen DNA-Schaden ausgeschaltet. Als
weiterer notwendiger Schritt hin zur Metastasierung kommt es zur Angiogenese, der
Neubildung von BlutgefaBen zur ausreichenden Versorgung des Melanoms. Im
Gegensatz zu den ersten beiden Stadien haben sich im Melanom-Stadium Il einzelne,
motile Zellen vom Primartumor abgelést und sind in das Blut- und Lymphsystem
ausgewandert (Abbildung 1-1). Dieser initiale Schritt zur Bildung von Metastasen wird
auch als Migration und Invasion bezeichnet. Die Metastasierung ist ein komplexer
Prozess, der eine Reduktion der Zell-Zell-Interaktionen im Primartumor und ein
gesteigertes migratorisches Verhalten der Melanomzellen durch die extrazellulare
Matrix erfordert. Generell gibt es zwei Hauptformen der Migration: die amdboide und
die mesenchymale Bewegung. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass
beispielsweise A375-Melanomzellen eine mesenchymale Migration ausiben [10]. Das
heil’t, dass sie starke Wechselwirkungen mit der extrazellularen Matrix eingehen. Im
Gegensatz dazu gleiten andere Zellen, etwa Granulozyten und Lymphozyten, die eine
amoboide Migration ausfuhren, durch das Gewebe hindurch und vermeiden den
Kontakt mit Bestandteilen des Bindegewebes, indem sie ihre Form stark verandern
[11]. Wenn jedoch die Bewegung durch auflere Substanzen blockiert wird, kann es zu
einer Veranderung der Migration von mesenchymal zu amdboid kommen. Dies muss
bertcksichtigt werden, sollte der therapeutische Ansatz auf die Interaktion zwischen
den Melanomzellen und den Bindegewebsstrukturen abzielen [11].

Wahrend des Transportes durch Blut- und Lymphbahnen kdnnen sich einzelne
Melanomzellen an den GefalBwanden anlagern und dort wiederum durch die

Endothelzellschicht in umliegendes Gewebe einwandern. Dieser Vorgang wird auch als
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Extravasation bezeichnet. Durch die Interaktion mit der vorherrschenden
Mikroumgebung kommt es anschlielend zur Bildung eines neuen Tumors, der
Metastase (Abbildung 1-1). Haufig siedeln sich Melanomzellen zunachst in
naheliegenden Lymphknoten an. Spater, im letzten Stadium IV kommt es auch zur
Metastasen-Bildung in entfernten Organen. Uber das BlutgefaRsystem besiedeln
Melanomzellen nahezu jedes Organ, vorzugsweise die Lunge, die Leber, das Gehirn
und auch die Knochen. Das Stadium IV ist zudem durch eine erhdhte Konzentration
von Laktatdehydrogenase (LDH) im Blut charakterisiert, welches derzeit als einziger
serologischer Marker beim Melanom in der Klinik genutzt wird [12]. Der Grund fir die

vermehrte Freisetzung von LDH ist in den zunehmenden Zellnekrosen zu finden.

Lunge Gehirn Leber

Anhaftung an G)
die GefaRwand

> ©

und Lymph- ®
gefale

e
Verbreitung /
Uber Blut- /

S

@ Extravasation
Auswanderung Invasion/Interaktion
T mit dem Mikromilieu
@ Primartumor
Proliferation und @ Tumorzelle

Angiogenese — Endothel

Abbildung 1-1: Allgemeine Schritte der Metastasierung des malignen Melanoms
Schematisch dargestellt ist die Ausbreitung einzelner Melanomzellen ausgehend vom Primartumor in

andere Organe. Die Abbildung wurde modifiziert nach Fokas et al. [13].
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Gehirn-Metastasierung

Die Haupttodesursache, verursacht durch das maligne Melanom, liegt in der
unerkannten Metastasierung in einem sehr fruhen Tumorstadium. Die haufigste
Lokalisation hierbei ist das Gehirn [14]. Uber 37% der Melanom-Patienten entwickeln
Gehirnmetastasen im Verlauf ihrer Erkrankung, wobei dieser diagnostizierte Anteil
aufgrund der verbesserten Bildgebungsverfahren stetig ansteigt [13]. Die Auswertung
von Autopsie-Daten ergab sogar, dass Uber 90% der Patienten Gehirnmetastasen
aufwiesen. Die Uberlebenszeit nach erfolgter Gehirn-Metastasierung sinkt dramatisch
auf ca. drei bis vier Monate, wobei auch die Therapiemdglichkeiten sehr begrenzt sind
[15].

Die Besonderheit der Gehirn-Metastasierung besteht darin, dass die Melanomzellen
die sonst Zell-undurchlassige Barriere zwischen Kérperkreislauf und Gehirn, die Blut-
Hirn-Schranke, Uberwinden muissen. Diese besteht zunachst aus einem Verbund von
Endothelzellen der zerebralen Kapillaren, die tber sogenannte Tight- und Adherens-
Junctions eng miteinander verbunden sind (Abbildung 1-2). Die Hauptvertreter der
Tight-Junction-Proteine sind das Occludin (Molmasse von 56 kDa) und Claudin-5
(25 kDa), das der Adherens-dunction-Proteine das VE-Cadherin (120 kDa).
Charakteristisch fir membranstandige Junction-Proteine ist die Ausbildung von
extrazellularen Schleifen, so dass Proteine benachbarter Zellen miteinander
interagieren koénnen [16]. Angrenzend an die Endothelzellen befinden sich die
Zellfortsatze der Astrozyten, die entscheidend an der Ausbildung der Tight-Junctions
beteiligt sind. Des Weiteren tragen in der Basalmembran der Gefalle befindliche
Perizyten zur Gefalistabilisierung und somit ebenfalls zum Aufbau der Blut-Hirn-
Schranke bei. Daneben gibt es noch weitere Zellarten wie Nervenzellen und Mikroglia,
die im unmittelbaren Umfeld der Endothelzellen zu finden sind [17].

Zur Erforschung der Gehirn-Metastasierung stehen verschiedene In-vitro- und In-vivo-
Modelle zur Verfigung: Ausgehend vom natirlichen Aufbau der Blut-Hirn-Schranke
werden dazu fur In-vitro-Untersuchungen primare Kulturen oder isolierte Zelllinien
verwendet. Die am besten charakterisierte, humane zerebrale Endothelzelllinie ist die
hCMEC/D3 [18]. Beim Aufbau des Modells kommen dabei haufig spezielle
Zellkultureinsatze zum Einsatz, die es ermdglichen, beide Seiten, die Gefall- und die
Gehirn-zugewandte, zu modellieren. Durch die Verwendung von Astrozyten-
konditioniertem Medium wird eine Orientierung der Endothelzellen erreicht und die
Dichtheit des Endothelzellrasens erhoht [19, 20].
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Nervenzelle

Astrozyt
Perizyt

Basalmembran

Endothelzellen

Occludin

Tight-Junction-Proteine
Claudin-5

Tight-Junction

VE-Cadherin  Adherens-Junction-Protein

Abbildung 1-2: Schematischer Aufbau der Blut-Hirn-Schranke

Die endotheliale Blut-Hirn-Schranke setzt sich aus Endothelzellen, Perizyten und Astrozyten zusammen.
Die Endothelzellen sind dabei Uber feste Zell-Zell-Verbindungen, den Tight- und Adherens-Junctions,
miteinander verbunden. Vermittelt werden diese Verbindungen durch verschiedene Proteine benachbarter
Zellen (Occludin, Claudin-5, VE-Cadherin), deren extrazellulare Domanen miteinander interagieren. Die

Abbildung wurde modifiziert nach Wilhelm et al. [17].

Zur In-vivo-Untersuchung der Gehirn-Metastasierung wurden bereits Tumormodelle
etabliert, bei denen durch verschiedene Injektionsvarianten Tumorzellen ins
Versuchstier injiziert werden [21]. Zum einen bewirkt die subkutane oder intravendse
Injektion von Tumorzellen aufgrund der hamatogenen Ausbreitung eine spontane,
disseminierte Metastasierung. Dabei ist haufig zuerst die Lunge betroffen. Um zu
verhindern, dass die Melanomzellen im Kapillarbett der Lunge verbleiben, werden die
Zellen zum anderen auch intraarteriell ins Herz (intrakardiale Injektion) oder in die
Karotiden (intrakarotidale Injektion) appliziert. Beide Methoden sorgen dafiir, dass die
Zellen direkt ins Gehirn gelangen. Bei der Injektion der Melanomzellen ins Gehirn
(intrazerebrale Injektion) oder in den Subarachnoidalraum (intrathekale Injektion) ist
zwar eine Ausbreitung Uber den gesamten Organismus ausgeschlossen, jedoch
werden grundlegende Prozesse der Gehirn-Metastasierung umgangen und die
Reproduzierbarkeit der Experimente aufgrund der ungenauen Injektionsstelle in die

vergleichsweise kleinen Maus-Gehirne eingeschrankt [21].
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1.1.3 Therapieansatze

Die operative Entfernung des primaren Melanoms stellt den ersten Behandlungsschritt
dar. Dabei wird zumeist ebenso etwa 1 cm des umliegenden, gesunden Gewebes
entfernt, um das Risiko eines lokalen Rezidivs zu minimieren. Abhangig von der Grolle
des Tumors und dem Biopsie-Befund des Wachterlymphknotens werden auch
naheliegende Lymphknoten reseziert [22]. Bei Metastasen im Gehirn werden diese
ebenfalls, soweit mdglich, operativ entfernt und anschlielend betroffene Areale
bestrahlt. Dies flhrt jedoch meist zu einer starken Schadigung des angrenzenden,
gesunden Gewebes [23]. Zudem flhren Strahlen- und Chemotherapie beim Melanom,
im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten, nur selten zu einer deutlichen Verringerung
der Tumorbelastung. Die Ursache dafir liegt vermutlich im Aufbau des Melanoms. Da
die Hauptaufgabe der Melanozyten die Absorption der UV-Strahlung ist, sind
Melanome deutlich resistenter gegenlber ionisierender Strahlung.

Einige Chemotherapeutika zeigten in der Vergangenheit bereits vielversprechende
Ergebnisse. Beispielsweise sprachen 20% der Melanom-Patienten auf den Einsatz des
Zytostatikums Dacarbazin an, jedoch nur Uber einen Zeitraum von finf bis sechs
Monaten [24]. Weniger als 5% wurden vollstdndig geheilt. Alternativ. wurden
BRAF-Kinase Inhibitoren wie Vemurafenib angewandt. Etwa 50% aller Melanom-
Patienten besitzen eine Mutation der Serin/Threonin-Kinase rat fibrosarcoma (B-Raf)
[25], die aufgrund dessen spezifisch gehemmt wird. Obwohl die Ansprechrate
verglichen mit Dacarbazin deutlich héher war, zeigten die Tumorzellen nach einer
gewissen Zeit eine primare oder erworbene Resistenz gegenuber Vemurafenib. Bei
15% der Patienten wurde gar keine Regression des Tumors aufgrund einer
intrinsischen Resistenz erzielt [26]. Des Weiteren sind viele Chemotherapeutika nicht in
der Lage, die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden, oder sie werden durch
P-Glykoproteine heraustransportiert, so dass Gehirnmetastasen ganzlich unbehandelt
bleiben [27].

Ein weiterer Therapieansatz ist die Immuntherapie, beispielsweise mit dem
CTL-4-Antikérper Ipilimumab, wodurch es zu einer Aktivierung der zytotoxischen
T-Lymphozyten kommt, die wiederum zum Absterben der Tumorzellen fliihren sollen.
Allgemein wurde im Rahmen der zahlreichen klinischen Studien deutlich, dass nur eine
Kombination verschiedener Wirkstoffe mit unterschiedlichen Wirkmechanismen eine
signifikante Erhéhung der Uberlebenswahrscheinlichkeit bzw. eine vollstandige
Regression des Melanoms bewirkt. Dazu bedarf es jedoch der Identifizierung neuer
Target-Molekile und Signalwege, die entscheidend zur Progression des malignen

Melanoms beitragen. Dazu soll die vorliegende Arbeit einen Beitrag leisten.
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1.2 S100A4 als Mitglied der S100-Protein-Familie

1.2.1 S100-Proteine

Die Familie der S100-Proteine umfasst eine Vielzahl acider, vor allem
niedermolekularer Proteine (9-13 kDa), die verschiedene intra- und extrazellulare
Prozesse wie Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Stoffwechsel, Inflammation und
Migration beeinflussen. [28, 29]. Der erste Vertreter wurde im Jahre 1965 erstmalig von
Moore und Kollegen aus dem Rindergehirn isoliert [30]. Der Name ,S100“ leitet sich
von der Ldslichkeit der Proteine in 100%-iger Ammoniumsulfat-Losung ab. Allgemein
werden S100-Proteine als Ca?*-Signalproteine beschrieben, da sie mit Hilfe einer
strukturellen Besonderheit, des spezifischen EF-Hand-Motives, bestehend aus zwei
Helices und einem Loop, Ca®*-lonen und andere zweiwertige lonen, wie Mg*,
komplexieren (Abbildung 1-3). Die klassische, kanonische EF-Hand am C-Terminus
bindet Ca®" mit einer 100-fach hdheren Affinitit als die nicht-kanonische, fiir S100-
Proteine spezifische, N-terminale EF-Hand [31]. Die verschiedenen Interaktionen der
einzelnen S100-Proteine werden zum einen durch die variable Domane am C-
Terminus und zum anderen durch die ebenfalls variable Scharnier-Region, auch
Hinge-Region genannt, zwischen den beiden EF-Handen vermittelt [29]. Die
codierenden Gene der ausschliellich in Vertebraten exprimierten S100-Proteine
befinden sich auf einem gut konserviertem, engen Cluster auf dem Chromosom 1qg21
[31].

Ca?-Bindungsstelle Ca?*-Bindungsstelle

l’ Hinge- l )
7 variable
Region Domane
N C

Helix | Helix Il Helix I Helix IV
l | l |

hicht kanonische kanonische
EF-Hand EF-Hand

Abbildung 1-3: Schema zur allgemeinen Struktur der S100-Proteine

Dargestellt ist der schematische Aufbau der S100-Proteine bestehend aus zwei EF-Hand-Motiven mit
jeweils zwei Helices, die Uber eine Scharnier-Region (Hinge-Region) miteinander verbunden sind. Jede
EF-Hand bindet dabei ein Ca®*-lon. Die Abbildung wurde modifiziert nach Voélkers et al. und Eckert et al.
[29, 32].
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S100-Proteine liegen intrazellular sowohl im Zytosol als auch im Zellkern als
antiparallel-angeordnete Homo- oder Heterodimere (beispielsweise S100A8/A9) vor
[33]. Nach der Ca®*-Bindung kommt es zu einer Konformationsinderung, welche zum
eigentlichen funktionellen Protein-Dimer fuhrt (Abbildung 1-4). Aufgrund ihrer Dimer-
Form kénnen S100-Proteine zwei Target-Moleklile an gegenlberliegenden Seiten
binden. Mdgliche Interaktionspartner sind Enzyme, Zytoskelett-Bestandteile,

Rezeptoren, Transkriptionsfaktoren, Nukleinsduren und lonen wie Zn?** und Cu?".

o ® Zn2*
®ecar° o @

e® 0® @ i
Extrazellular A

1
Intrazelluléar -

-
A ) .‘Q

Target 105 e®~~..)

x.q---"' [Ca2*] 1

Abbildung 1-4: Ca**-abhingige Funktion von $100-Proteinen

$100-Proteine fungieren innerhalb der Zelle als Ca®*-Sensorproteine und vermitteln Signale durch die
Ca®*-abhangige Bindung an verschiedene Target-Molekiile. Daneben kann es nach der Ca®*-Bindung zur
Sekretion der S100-Proteine kommen, wonach diese weitere extrazellulare Funktionen aufweisen. Die
Abbildung wurde modifiziert nach Marenholz et al. [31].

Einige S100-Proteine sind aulerdem extrazellular im Serum, Urin, Plasma und
anderen Kompartimenten nachweisbar [28]. S100A8/A9 und S100B beispielsweise
werden sogar als Biomarker zum Nachweis spezieller Krankheitsprozesse angewandt.
Voraussetzung dafir ist eine aktive Sekretion Uber ein intaktes Mikrotubuli-System,
den klassischen ER-Golgi-Weg, durch die Bindung an Lipidstrukturen oder eine
passive Ausschuttung der Proteine durch Zellnekrosen [28]. S100B etwa wird infolge
einer Gehirnschadigung durch einen Schlaganfall von Gliazellen verstarkt
ausgeschuttet  [34].  Extrazellulare =~ S100-Proteine  aktivieren  vor  allem
Oberflachenrezeptoren, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, Scavenger-Rezeptoren,

Heparansulfat-Proteoglykane und N-Glykane. Dadurch werden vor allem die
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Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Migration, Inflammation und Gewebereparatur
beeinflusst [28]. Generell ist die Genexpression und Synthese von S100-Proteinen Zell-
und Gewebe-spezifisch [35]. Haufig wird die S100-Expression von Wachstums-
faktoren, Zytokinen oder Toll-like-Rezeptor-4-Liganden (TLR4) induziert [28]. Dadurch
wirken S100-Proteine als Zellschaden-assoziierte Signalproteine, die beispielsweise
eine angeborene oder erworbene Immunabwehr vermitteln, die Fortbewegung von

Tumorzellen stimulieren oder an der Reparatur von Zellen und Geweben beteiligt sind.

1.2.2 S100A4

Da die Krebssterblichkeit meist mit der Metastasierung korreliert, wird verstarkt nach
molekularen Markern zur Risikobewertung bdsartiger Tumorerkrankungen gesucht. Als
ein solcher hat sich das S100A4, auch p9Ka, FSP1, CAPL, Calvasculin, pEL98,
Metastasin-1 (mts1), 18A2 oder 42A genannt, erwiesen [36, 37]. S100A4 besteht aus
101 Aminosduren und besitzt eine Molmasse von 11,5 kDa. S100A4 liegt im
Zytoplasma, Zellkern und extrazelluldren Raum stets als Homodimer vor [38], wobei
die beiden durch nicht-kovalente Bindungen miteinander verbundenen Monomere ein
Vier-Helix-Blndel in der X-Form bilden [39].

S100A4 wird bei verschiedenen Tumorentitaten wie Darm-, Gallenblasen-, Brust- und
Lungentumoren verstarkt synthetisiert [36, 40-42]. Einige Studien zeigten, dass
S100A4 von sich aus nicht tumorigen wirkt, sondern vielmehr die Interaktion mit
Gewebe-spezifischen Faktoren entscheidet, ob S100A4 einen Einfluss auf die Zell-
Proliferation hat [43]. Experimentell wurde bereits nachgewiesen, dass S100A4 einen
Einfluss auf die Zellmotilitat, Angiogenese und Apoptose hat. Jedoch sind die genauen
Wirkmechanismen des S100A4, die zur Stimulation der Metastasierung flihren, noch
ungeklart. Intrazelluldres S100A4 wechselwirkt mit verschiedenen Komponenten des
Zytoskeletts wie F-Aktin [44], nicht-muskularem Myosin [45] und nicht-muskularem
Tropomyosin [46]. Dadurch wird die Zellform verandert und die Beweglichkeit der
Tumorzellen erhoht. Die Interaktionen von S100A4 mit anderen nicht-strukturgebenden
Proteinen wie p37, S100A1, Methionin-Aminopeptidase-2 und CCN3 sind ebenfalls an
der prometastatischen Aktivitdt von S100A4 beteiligt [47]. Beispielsweise wird durch
die Hemmung der Phosphorylierung des Tumorsuppressors p53 die Apoptose der
Tumorzellen verhindert und somit ein unkontrolliertes Wachstum des Tumors

ermoglicht [47].
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Verschiedene Untersuchungen konnten bereits belegen, dass die Konzentration von
extrazellularem S100A4 mit der Entwicklung eines metastatischen Phanotyps,
verbunden mit einer schlechteren Prognose fur die Patienten, korreliert. Extrazellulares
S100A4 stimuliert vor allem die Angiogenese durch Bindung an Annexin Il [48],
verringert die Zelladhdsion durch Interaktion mit E-Cadherin [49] und erhdht die
Migrations- und Invasionsfahigkeit der Tumorzellen, in dem es die Synthese und
Sekretion Matrix-abbauender Metalloproteinasen (MMPs) fordert [50, 51].

Als mdgliche Oberflachenrezeptoren zur Weiterleitung S100A4-abhangiger Signale
werden vor allem RAGE, Toll-like-Rezeptoren (TLR) wund der epitheliale
Wachstumsfaktor-Rezeptor (EGFR) diskutiert [28]. So aktiviert S100A4 beispielsweise
EGFR durch die Bindung an EGFR-Liganden, wobei Uber die EGFR/Erb2-Rezeptor-
Signalweiterleitung die Zell-Proliferation verstarkt wird [52]. In den letzten Jahren
rickten die TLR als weitere Multi-Ligand-Rezeptoren starker in den Fokus der
Wissenschaft. So wurde etwa eine Signalweiterleitung von S100A4 und
Serumamyloiden A1 und A3 Uber den TLR4 nachgewiesen [53]. RAGE ist dabei jedoch

immer noch der am besten charakterisierte Rezeptor fir S100-Proteine.

1.3 Der Rezeptor fiir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte (RAGE)

RAGE (receptor for advanced glycation endproducts) gehért zur Immunglobulin-
Superfamilie und wurde erstmalig 1992 als Oberflachenrezeptor auf Endothelzellen in
Rinderlungen beschrieben [54]. Obwohl RAGE fiir das Uberleben der Zelle nicht
essentiell ist, spielt er dennoch eine entscheidende Rolle bei verschiedenen
Krankheitsbildern, wie beispielsweise Diabetes, der Alzheimer-Erkrankung und Tumor-
erkrankungen [55].

Der 382-Aminosauren-lange RAGE besteht aus drei extrazellularen Immunglobulin-
ahnlichen Domanen, einer variablen V-Domane und zwei konstanten C-Domanen,
sowie einer Transmembran-Helix und einer kurzen, zytosolischen Domane
(Abbildung 1-5). Neben dieser ,full-length RAGE“-Form (fl-RAGE) gibt es noch die
,DN-RAGE“-Form (ohne zytosolische Domane) und die losliche ,sRAGE®“-Form
(soluble RAGE, nur extrazellularer Teil). ,RAGE® bezeichnet in dieser Arbeit stets die
fl-RAGE-Variante. sRAGE wird durch verschiedene Proteasen wie ADAM10, MMP-9
oder y-Sekretase [56-58] von RAGE abgespalten. Im extrazellularen Raum werden
RAGE-Liganden auch von sRAGE gebunden, wodurch eine Signalweiterleitung Gber
RAGE inhibiert wird.
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Full-Length RAGE

DN-RAGE

Extrazellular

Zytosol

Zellmembran

Abbildung 1-5: Aufbau von RAGE

Dargestellt ist der schematische Aufbau von RAGE bestehend aus drei extrazellularen, einer
transmembranstandigen und einer zytosolischen Domane. Ausgehend von verschiedenen
Abspaltungsprodukten ergeben sich die drei verschiedenen RAGE-Formen (full-length RAGE, fl-RAGE;
I6slicher RAGE, sRAGE). Die Abbildung wurde modifiziert nach Schmidt et al. [59].

RAGE ist kein einzeln stehendes Rezeptorprotein, sondern agglomeriert unabhangig
vom Liganden zu Rezeptoranordnungen auf der Zelloberflache [60]. Durch die Ligand-
Bindung kommt es zu weiteren Oligomerisierungen einzelner RAGE-Proteine. So
konnen sich mehrere RAGE-Moleklile miteinander verbinden, aber auch sRAGE- und
RAGE-Molekiile, wodurch zwar eine Ligand-Bindung an der Zelloberflache moglich ist,
jedoch keine Signalweiterleitung stattfindet [60]. Die moéglichen Bindungspartner von
RAGE sind sehr vielfaltig, wodurch er auch als ,pattern recognition receptor*
beschrieben wird. Weitere Liganden neben den S100-Proteinen sind vor allem
fortgeschrittene Glykierungsendprodukte (AGEs), Amyloid-B und Amyloidfibrillen, das
high mobility group box-1-Protein (HMGB-1) und das B2-Integrin Mac-1. Durch die
Ligand-Bindung werden verschiedene Signalkaskaden und daran beteiligte Molekiile
aktiviert, unter anderem die Transkriptionsfaktoren NF-kB, AP-1, STAT3 oder
JAK/STAT, Mitglieder der MAPK-Familie, die Rho-GTPasen Rac-1 und Cdc42 und
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) [33, 61, 62]. Dies fuhrt vor allem zur erhéhten
Expression von proinflammatorischen Zytokinen und Adhasionsmolekdlen.

Im folgenden Abschnitt wird speziell die Rolle des S100A4 und RAGE beim malignen

Melanom auf Grundlage bisheriger Forschungsergebnisse erortert.
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1.4 Bedeutung von S100A4 und RAGE beim malignen Melanom

In der Literatur sind widersprichliche Erkenntnisse zur Bedeutung von S100A4 und
RAGE beim malignen Melanom beschrieben. Die Forschungsgruppe um Maelandsmo
und Kollegen zeigte, dass in 78% der Gewebe von biopsierten Melanom-Patienten
S100A4 in geringen Konzentrationen nachgewiesen wurde. Jedoch gab es weder
einen signifikanten Unterschied zwischen Melanomen und gutartigen Navi, noch eine
Korrelation zwischen der S100A4-Genexpression und klinischen Parametern [63]. In
weiteren Experimenten waren ebenfalls keine Veranderungen der S100A4-Expression
zwischen Melanozyten und Melanomzellen [64] bzw. bdsartigen und gutartigen
Hauttumoren [65] zu sehen. Demgegenlber steht eine immunhistochemische
Untersuchung, die eine Korrelation zwischen der S100A4-Synthese, der Tiefe der
primaren, noduldren Lasionen und der krankheitsfreien Uberlebenszeiten aufzeigt [49].
In zwei anderen Arbeiten wurde S100A4 verstarkt in frihen, noch nicht
metastasierenden Stadien nachgewiesen, wodurch vermutet wurde, dass S100A4
speziell in diesen Lasionen die Aggressivitat und somit das metastatische Potential
erhoht [49, 66]. RAGE wurde sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in den
humanen Melanomzelllinien G431 und A375 nachgewiesen, jedoch nur in sehr
geringen Mengen in Melanozyten [67]. Die Arbeitsgruppe um Wagner bestatigte dazu
eine erhdhte RAGE-Expression im Melanom-Gewebe im Vergleich zu gutartigen Navi.
Dariber hinaus vermuteten sie, dass die Signalweiterleitung Uber RAGE an
verschiedenen Prozessen der Melanom-Entwicklung beteiligt ist [68]. Erst kirzlich
zeigten Meghnani und Kollegen, dass eine RAGE-Uberexpression zu einer verstarkten
Migration, aber einer verringerten Zell-Proliferation in WM115-Melanomzellen fihrte
[69]. Dieselbe Arbeitsgruppe verodffentlichte zudem, dass in einem praklinischen
Experiment mit WM115-Xenograft-Tumoren die RAGE-Uberexpression eine Erhéhung
der Expression verschiedener RAGE-Liganden, darunter auch S100A4, und ein
erhohtes Tumorwachstum in vivo nach sich zog [70]. In einer weiteren Studie wurde
gezeigt, dass die RAGE-Expression im Melanom-Stadium IV im Vergleich zu friiheren
Stadien signifikant erhoht war [66]. Vorangegangene Arbeiten aus der eigenen
Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass die Interaktion von rekombinantem S100A4 und
RAGE zur Aktivierung von NF-kB und einer erhoéhten Zytokin-Produktion in
Melanomzellen fuhrte [71, 72]. Darlber hinaus verstarkte von Makrophagen
sezerniertes S100A4 die Invasion von murinen B16-F10-Melanomzellen in vitro [73].
Susann Wolf' konnte in ihrer Dissertation bereits erste Hinweise der S100A4-

induzierten prometastatischen Aktivierung von A375-Melanomzellen finden [74].

' Susann Wolf, Dissertation, angefertigt am Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf, Institut fiir
Radiopharmazeutische Krebsforschung (2014)
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1.5 Zielstellung der Arbeit

Ausgehend von der heterogenen Datenlage zur Rolle und Bedeutung von S100A4
sowie dessen Spezifitdt scheint es als Marker fur die Tumorprogression des malignen
Melanoms nur begrenzt einsetzbar zu sein. Vielmehr reguliet S100A4 zellulare
Prozesse, die zur Proliferation und Metastasierung bei verschiedenen Tumorentitaten
fuhren. Dabei sind die Mechanismen und notwendigen Interaktionen weitestgehend
ungeklart. In der Literatur wurde Ubereinstimmend eine Interaktion zwischen S100-
Proteinen und RAGE beschrieben. Da sowohl S100A4 als auch RAGE beim malignen
Melanom in unterschiedlichen Studien nachgewiesen wurden, und speziell S100A4 als
stark prometastatisches Protein identifiziert wurde, liegt eine Interaktion zwischen
S100A4 und seinem Rezeptor RAGE bei der Melanom-Progression nahe. Eine genaue
Charakterisierung dieser Interaktion kdnnte neue Angriffspunkte flr eine gezielte

Therapie des Melanoms beispielsweise zur Hemmung der Metastasierung liefern.

Ausgehend davon wurden folgende Hypothesen formuliert:

S100A4 fordert durch die Interaktion mit RAGE die prometastatischen Eigenschaften
von Melanomzellen. Darlber hinaus verringert S100A4 die Endothelzell-Integritat und
erleichtert somit die Transmigration von Melanomzellen. In vivo fihrt die

Uberexpression von S100A4 verstarkt zur Ausbildung von Gehirnmetastasen.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe von nativen A375-Melanomzellen
und transfizierten S100A4- bzw. RAGE-Uberexprimierenden A375-Melanomzellen in
vitro den Einfluss von S100A4 auf prometastatische Eigenschaften der Melanomzellen,
wie Zellmotilitat, Migration und Invasion, zu untersuchen (Abbildung 1-6). Dabei wurde
durch den Einsatz von rekombinantem S100A4 und sRAGE sowie des
Sekretionsinhibitors Brefeldin A (BFA), die extrazellulare Konzentration von S100A4
beeinflusst. Dariber hinaus sollte zum einen durch die Transfektion mit spezifischer
siRNA die Transkription des S7100A4-Gens gehemmt und zum anderen durch die
Inkubation mit einem blockierenden Antikérper gegen RAGE die Bindung von S100A4
an seinen Rezeptor verhindert werden. Des Weiteren wurde durch den Einsatz eines
Blut-Hirn-Schranken-Modells (BHS-Modell) in vitro und im Anschluss in einem
Tierexperiment mit intrakardial injizierten Melanomzellen in vivo die Metastasierung ins

Gehirn charakterisiert.
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Abbildung 1-6: Geplante Untersuchungen zu den prometastatischen Eigenschaften von A375-

Melanomzellen sowie deren Beeinflussung durch die S100A4-RAGE-Interaktion

Zur Aufklarung der Bedeutung von S100A4 beim Ausbilden des prometastatischen Phanotyps von nativen

und transgenen A375-Zellen sollen die Zellmatilitat, Migration, Invasion und Transmigration am Blut-Hirn-

Schranken-Modell unter verschiedenen Bedingungen (unter Zugabe von rekombinantem S100A4 und
sRAGE, dem Sekretionsinhibitor BFA, Transfektion mit siRNA (si-S100A4), Inkubation mit einem

blockierenden RAGE-Antikérper (RAGE-AK)) untersucht werden.

Konkret ergaben sich daraus folgende Fragestellungen:

1) Welchen Einfluss hat extrazellulares S100A4 auf die zelluldaren Fahigkeiten

(Motilitat, Migration und Invasion) der A375-Zellen?

2) Wird durch die Zugabe von rekombinanten S100A4 und sRAGE bzw. durch die
Inkubation mit einem blockierenden RAGE-Antikorper, der siRNA oder BFA das

prometastatische Verhalten der Melanomzellen stimuliert oder gehemmt?

3) Welchen Einfluss haben extrazellulares S100A4 bzw. die Kokultur mit A375-

Zellen auf die Permeabilitat von Gehirn-Endothelzellen?

4) Stimuliert S100A4 das transmigratorische Verhalten von A375-Melanomzellen?

5) Bilden intrakardial injizierte A375-Zellen Metastasen im Gehirn von

NMRI-nu/nu-Mausen bzw. wird dies durch die S100A4-Uberexpression

begtinstigt?
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2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Die verwendete A375-Zelllinie wurde von der American Type Culture Collection
(ATCC) bezogen. Isoliert wurde sie ursprunglich aus dem Tumor einer 54 Jahre alten
Frau mit malignem Melanom. A375 sind Zellen mit epithelialer Morphologie, wachsen
adharent in Zellkulturflaschen und produzieren einen amelanotischen Tumor in immun-
supprimierten Mausen. Fur weitere Untersuchungen wurden sie im Rahmen der
Dissertation von Susann Wolf mit dem Expressionsvektor pIRES2-AcGFP1 transfiziert,
in den zuvor der Genabschnitt des rekombinanten S100A4 bzw. des Rezeptors RAGE
ligiert wurde [72]. Somit wird entweder humanes S100A4 in den A375-hS100A4-Zellen
oder humaner RAGE in den A375-hRAGE-Zellen Uberexprimiert.

Die Stabilitdt der Transfektion wurde anhand der Fluoreszenz-aktivierten
Zellsortierungsanalyse (FACS-Analyse) am Durchflusszytometer FACSCalibur™ (BD
Bioscience) untersucht. Dazu enthalt der Vektor zusatzlich zur Sequenz des jeweiligen
Proteins die Sequenz fir das grin fluoreszierende Protein (AcGFP), anhand derer die
relative Anzahl erfolgreich transfizierter und damit GFP-synthetisierender Zellen
ermittelt wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ausschlieBlich mit Zellsuspensionen
mit mindestens 90% GFP-positiven Zellen gearbeitet. Die Identitat der nativen und
transgenen A375-Zelllinien wurde durch die Zell-Linien-Authentifizierung mit Hilfe des
DNA Collection Kits (DDC Medical) bestatigt.

Die Zelllinie hCMEC/D3 stammt aus humanen Mikrogefalen des Temporallappens,
aus dem wahrend einer Operation, zur Kontrolle auf Epilepsie, Gewebe entnommen
wurde. Die isolierten Primarzellen wurden mit einem lentiviralen Vektor mit der
katalytischen Einheit der humanen Telomerase transduziert und anschlieRend
hinsichtlich  Endothelmarker und  Gehirn-Endothelzell-spezifischem  Phanotyp
charakterisiert [18]. Die hier verwendeten hCMEC/D3-Zellen wurden freundlicherweise
von Frau PhD Dr. Cornelia Schroder (Max-Planck-Institut fir molekulare Zellbiologie

und Genetik, Dresden) bereitgestellt.
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2.1.2 Versuchstiere

Die Haltung der Tiere sowie die Durchfuhrung der Experimente erfolgten in
Ubereinstimmung mit dem deutschen Tierschutzgesetz und mit Genehmigung der
Landesdirektion Sachsen (AZ 24-9168.11-4/2012-1) und unter Kontrolle der
zustandigen lokalen Tierversuchs-Kommission. Verwendet wurden im Rahmen dieser
Arbeit ausschlieBlich weibliche NMRI-nu/nu-Mause (Nacktmause) mit einem Alter von
acht bis zehn Wochen zu Versuchsbeginn. Die Tiere wurden von der Tierzuchtanlage
des Experimentellen Zentrums der Fakultadt fur Medizin (Universitatsklinikum Carl
Gustav Carus, Dresden) bezogen und unter standardisierten Bedingungen mit freiem

Zugang zu Wasser und Futter gehalten.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Kultivierung der Zellen

Alle Zelllinien wurden in flissigem Stickstoff aufbewahrt und bei Bedarf ein Aliqot der
entsprechenden Passage entnommen. Die adharent wachsenden Zellen wurden zur
Kultivierung in entsprechenden Kulturflaschen bzw. Schalen bei Standardbedingungen
(5% CO,; 95% Luftfeuchte, 37°C) in einem Inkubator aufbewahrt. Die
Melanomzelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biochrom)
unter Zugabe von fétalem Kalberserum (10% FKS, Biochrom) und einem Penicillin-
Streptomycin-Gemisch (1% P/S, Biochrom) inkubiert. In regelmaflligen Abstanden
wurde das Antibiotikum gewechselt und anstelle von P/S das Zell Shield™ der Firma
Minerva Biolabs verwendet. Zusatzlich wurde bei den transfizierten Zellen G418
(Biochrom) als Selektionsantibiotikum zugegeben. Fir die Endothelzellen wurden
Endothelzellmedium der Firma Pelobiotech mit den entsprechenden Zusatzen und
Ratten-Kollagen-I-beschichtete ZellkulturgefaRe (R&D Systems) benutzt.

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit und Konfluenz wurden die Zellen ein- bis zweimal
pro Woche passagiert. Im Gegensatz zu den Melanomzellen, die zum Passagieren
stets mit einem Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure(EDTA)-Gemisch (Biochrom)
abgeldst wurden, erfolgte die Umsetzung der Endothelzellen mit einem speziell dafr

vorgesehenen Detach-Kit (Promocell). In regelmaRigen Abstadnden wurden die
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Zellsuspensionen mit dem Venor® GeM Mycoplasma Detection Kit (Minerva Biolabs)
auf das Vorhandensein von Mykoplasmen getestet. Es wurde ausschlief3lich mit
Mykoplasmen-freien Zellen weiter gearbeitet. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit
Hilfe des Zellzdhlgerates Casy® Model TT (Scharfe System).

Untersuchung des Proliferationsverhaltens®

Wie bereits beschrieben, wurde die Bedeutung der S100A4-RAGE-Interaktion durch
die Zugabe von rekombinant hergestelltem S100A4 und sRAGE untersucht. Die
Herstellung beider Proteine wurden in vorangegangenen Arbeiten bereits detailliert
beschrieben [72, 75]. Das rekombinant in Escherichia coli hergestellte Protein ist im
Vergleich zu nativem S100A4 um acht Aminosduren (GPLGSAVM) langer. Das
rekombinante Protein wurde als Fusionsprotein, bestehend aus dem S100A4 und der
Glutathion-S-Transferase (GST), gereinigt. Anschlie®end wurde ein Teil der GST-
Sequenz durch die PreScission™-Protease abgespalten, wobei ein Rest von acht
Aminosauren am N-Terminus verblieb. Der Funktionserhalt des rekombinant
hergestellten Proteins wurde durch MALDI-TOF-Untersuchungen und SPR-Messungen
bestatigt [71, 72].

Der Einfluss von rekombinantem S100A4 und sRAGE auf die Proliferation der
A375-Zellen wurde in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer untersucht. Dazu wurden
zunachst 2 x 10° Zellen pro Kavitat in eine 6-Well-Platte gegeben und fiir 24 h
inkubiert. Anschlie®end wurden einmalig 150 ng/ml rekombinantes S100A4 oder
SsRAGE zugegeben, was einem 5-fachen molaren Uberschuss im Vergleich zu dem
von A375-hS100A4-Zellen sezerniertem S100A4 nach 8 h entspricht. Nach 24, 48 und

72 h Inkubation wurde am Zellzahlgerat die Zellzahl bestimmt.

Untersuchung der Zellvitalitét anhand des MTT-Assays?

Ausgehend von der bestimmbaren mitochondrialen Aktivitdt sind Aussagen Uber die
Zellvitalitat ableitbar. Dazu wurden die Zellen nach Zugabe von rekombinantem
S100A4 oder sRAGE (150 ng/ml) 30 min mit dem gelben Farbstoff 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) inkubiert [76]. Zuvor wurden
3 x 10* Zellen pro Kavitat in einer 24-Well-Platte fir 24 h kultiviert. Nach dem
Permeabilisieren der Zellen mit Dimethylsulfoxid erfolgte die photometrische
Bestimmung des gebildeten, violetten Formazans bei 550 nm und 690 nm am

Photometer Synergy™ (BioTek Instruments).

2 Die Untersuchungen zur Proliferation und Zellvitalitat wurden von Wenke Markgraf (TU Dresden) im
Rahmen ihres Forschungspraktikums 2012 am HZDR durchgefiihrt.
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Transfektion mit siRNA

Zur Verringerung der S100A4-Genexpression in den A375-hS100A4-Zellen wurden
diese mit der Mts1-siRNA (Santa Cruz Biotechnology) nach Herstellerangaben
transfiziert. Dazu wurden am ersten Tag 2 x 10° Zellen je Kavitét in einer 6-Well-Platte
ausgesat. An dem darauffolgenden Tag wurde der Transfektionsansatz bestehend aus
der siRNA bzw. der control siRNA-A und dem Transfektionsreagenz (Santa Cruz
Biotechnology) in speziellem Transfektionsmedium (Santa Cruz Biotechnology)
zugegeben. Nach 6 h wurde DMEM mit 20% FKS und 2% P/S zugegeben. Am dritten
Tag wurde der Transfektionsansatz abgesaugt und durch normales Medium ersetzt.
Nach einem weiteren Tag wurden die Zellen fir anschlieRende Experimente bzw. die

Bestatigung einer erfolgreichen Transfektion verwendet.

Untersuchung der Zellmotilitat, Migration und Invasion

Eine Methode zur Untersuchung der Zelimotilitdt ist der Scratch- oder
Wundheilungsassay. Dabei wird die freie, ungerichtete Beweglichkeit von Zellen
beurteilt, wobei vor allem Zell-Zell-Interaktionen eine wichtige Rolle spielen. Fir den
Wundheilungsassay wurden 1 x 10° Zellen je Kavitét in einer 6-Well-Platte ausgesét.
Nach Erreichen der Konfluenz wurden dem Zellrasen mit Hilfe einer Pipettenspitze
Kratzer zugefligt und alle dabei abgelésten Zellen durch Waschen mit Phosphat-
gepufferter Saline (PBS) entfernt. Anschlieend wurde Medium mit lediglich 0,1% FKS
zugegeben, um eine Verringerung der Kratzerbreite durch Zell-Proliferation
auszuschlie®en. In weiteren Experimenten wurden die rekombinanten Proteine
S100A4 (150 bzw. 3.000 ng/ml; entspricht einem 5-fachen bzw. 100-fachen molaren
Uberschuss) und sRAGE (150 ng/ml; entspricht einem 50-fachen molaren
Uberschuss), der Sekretionsinhibitor BFA (3,6 uM) sowie ein blockierender RAGE-
Antikérper (10 pyg/ml, R&D Systems) zugegeben. AnschlieRend wurde nach 24 h die
verbliebene Kratzerbreite am Mikroskop gemessen [77].

Im Gegensatz zum Wundheilungsassay missen die Zellen im Boyden-Kammer- oder
Migrationsassay durch die 8 ym grof3en Poren einer porésen Polyethylenterephthalat-
Membran migrieren, woflr eine aktive Veranderung ihrer Form und damit ihres
Zytoskeletts erforderlich ist. Hierbei spielen Zell-Zell-Kontakte nur eine untergeordnete
Rolle. Zur Stressinduktion wurden die Zellen vor Beginn des Migrationsassays in eine
Art Hungerzustand versetzt, so dass sie bestrebt sind, in umliegende Bereiche mit
einem erhdhten Nahrstoffangebot zu wandern. Dazu wurden die Zellen Uber Nacht in
FKS-freiem DMEM mit 0,2% Rinderserumalbumin (BSA) kultiviert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen abgeldst, mit Calcein-AM (Corning) oder CellTracker™ Green

CMFDA (Invitrogen) gefarbt und anschlieBend 2 x 10° fluoreszierende Zellen in einen
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ThinCert™ 24-Well-Zellkultureinsatz (Porendurchmesser 8 pm, Greiner Bio-One)
pipettiert. Im unteren Kompartiment der Kavitdten der 24-Well-Platte befand sich
DMEM mit 0,1% FKS. Die Zellen konnten nun flr 24 h durch die porése Membran
migrieren. Nach Ablésen der Zellen erfolgte die photometrische Bestimmung
(Anregung 485/20 nm, Emission 528/20 nm, Sensitivitat 60) der migrierten Zellen
anhand der Fluoreszenzintensitat [77]. Der Invasionsassay erfolgte analog zum
Migrationsassay. Dabei wurden die Zellkultureinsatze jedoch zuvor zur Modellierung

ITM

einer extrazellularen Matrix mit Matrigel'™ (Corning) beschichtet.

Etablierung des Blut-Hirn-Schranken-Modells

Zur Modellierung der Gehirn-Metastasierung wurde ein Blut-Hirn-Schranken-Modell
(BHS-Modell) mit h\CMEC/D3-Zellen etabliert. Dazu wurden 1 x 10° hCMEC/D3-Zellen
pro Einsatz in Ratten-Kollagen-I-beschichtete 24-Well-Zellkultureinsatze (Poren-

durchmesser 1 um) ausgesat und fr drei Tage kultiviert (Abbildung 2-1).

= Endothelzellmedium

_— Endothelzellen
—— Kollagenbeschichtung

Astrozyten-konditioniertes
Medium

Abbildung 2-1: Schematischer Aufbau des BHS-Modells
Die Beschichtung mit Ratten-Kollagen-I erfolgte stets mindestens 24 h vor Aussaat der Endothelzellen.

AnschlieRend wurde das Medium aus der unteren Kavitdt abgesaugt und durch
Astrozyten-konditioniertes Medium (ScienCell Research Laboratories) ersetzt. Am
darauffolgenden Tag wurde die Dichtheit des Endothelzellrasens durch Messung des
transendothelialen Widerstandes (TEER) mit dem epithelialen Voltohmmeter (EVOM)
mit der STX2-Elektrode (World Precision Instruments) Gberprift (Abbildung 2-2).
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Abbildung 2-2: Abbildung des epithelialen Voltohmmeter (EVOM) mit dazugehériger STX2-
Elektrode

Bei der Messung war darauf zu achten, dass sich beide Elektroden unterhalb der Flissigkeitsoberflache
befanden und keinen Kontakt zur Zellkulturplastik hatten.

Untersuchung zur Regulation von RAGE bei hCMEC/D3

Der Einfluss von rekombinantem S100A4 auf die RAGE-Menge bei den Endothelzellen
wurde durch Western-Blot-Analyse untersucht. Dazu wurden 5 x 10° hCMEC/D3-
Zellen pro Kavitat in 6-Well-Platten ausgesat. Nach dem Erreichen der Konfluenz
erfolgte die Zugabe von 300, 1.500 oder 3.000 ng/ml S100A4 (10- bis 100-facher
molarer Uberschuss) in das Zellkulturmedium. Nach 24-stiindiger Inkubation wurden
die Zellen mit 2 mM EDTA abgeldst und anschlieRend fir die Western-Blot-Analyse

vorbereitet.

Untersuchung der Zell-Integritét

Nach der Etablierung des BHS-Modells wurde der Einfluss von S100A4 auf die Zell-
Integritat der hCMEC/D3-Zellen untersucht. Dazu wurden in Zellkultureinsatzen
ausgesate Zellen mit 300 ng/ml bzw. 1500 ng/ml rekombinantem S100A4 (entspricht
einem 10- bzw. 50-fachen molaren Uberschuss) fiir 48 h inkubiert. In einem weiteren
Ansatz wurden die Endothelzellen fur 48 h mit Zellkulturiberstanden der A375-
Melanomzellen inkubiert. Dazu wurden 2 x 10° A375-Zellen einen Tag zuvor mit
Endothelzellmedium kultiviert. Vorversuche hatten gezeigt, dass in DMEM kultivierte
Endothelzellen eine geringere Proliferation und Vitalitat zeigten. Als letztes Experiment
zur Zell-Integritat wurden Endothel- und Melanomzellen kokultiviert. Dazu wurden zu
den hCMEC/D3-Zellen jeweils 5 x 10* Melanomzellen gegeben und diese fiir 48 h
kokultiviert. Nach jeweils 24 h wurde der TEER gemessen. Parallel dazu wurden die

gleichen Versuche auch in 6-Well-Platten durchgefiihrt, um nach 24 h die Zellpellets
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der hCMEC/D3-Zellen zu lysieren und die Proteinmenge bestimmter Proteine durch
Western-Blot-Analyse zu untersuchen. Dazu wurden entsprechend 5,8 x 10° Endothel-
zellen pro Kavitat in 6-Well-Platten ausgesat und jeweils 2 x 10° Melanomzellen zur

Kokultivierung hinzugegeben.

Magnetische Zellsortierung (MACS)

Zur Analyse der Regulation verschiedener Proteine nach der Kokultur wurden die
Melanom- und Endothelzellen durch magnetische Separation gemal den
Herstellerangaben von Miltenyi Biotec getrennt. Dazu wurde die Zellsuspension mit
2 mM EDTA-L6sung abgeldst und anschlieBend in MACS-Puffer (2 mM EDTA; 0,5%
BSA in PBS) mit 0,2 mg/ml humanem Immunglobulin G (IgG, Thermo Fisher Scientific)
resuspendiert. Der Zusatz von IgG diente der Blockierung von Fc-Rezeptoren, welche
gegen die konstante Doméane (Fc) von Antikdrpern gerichtet sind. Danach wurden Anti-
Melanoma-MicroBeads (Miltenyi Biotec) zugegeben und die Zellen weiter inkubiert,
wodurch es zur spezifischen Markierung der Melanomzellen kam. Zur Entfernung der
Uiberschiissigen, superparamagnetischen MACS® MicroBeads wurden die Zellen
zweimal mit eiskaltem MACS-Puffer gewaschen und in frischem MACS-Puffer
resuspendiert. Die Zellsuspension wurde auf eine zuvor mit MACS-Puffer aquilibrierte
MACS® MS-Saule (Miltenyi Biotec) gegeben und diese nach vollstandigem
Durchlaufen der Zellsuspension zweimal mit eiskaltem MACS-Puffer gewaschen. Auf
diese Weise wurden die Melanoma-MicroBead-markierten Melanomzellen vom
Magnetfeld des OctoMACS™ Separators (Miltenyi Biotec), in dem sich die MACS® MS-
Saule befand, zurlickgehalten. Im Gegensatz dazu wurden die nicht-markierten

Endothelzellen eluiert und standen flr weitere Experimente zur Verfliigung.

Transmigration

Zur Untersuchung der Transmigration wurden zu den ausgesaten hCMEC/D3-Zellen
(siehe Etablierung des BHS-Modells) 5 x 10* CellTracker’™ Green-gefarbte
Melanomzellen je Zellkultureinsatz zugegeben und fir 24 h mit den Endothelzellen
kokultiviert. Danach wurde analog zum Migrationsassay die Fluoreszenz der

transmigrierten Zellen photometrisch gemessen.
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2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Proteinextraktion

Zum Lysieren der Zellen wurden diese zunachst mit PBS gewaschen, abgelést und
pelletiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet mit Lysepuffer (150 mM NaCl;
50 mM Tris; 1% Nonidet-P40; 0,5% Natriumdesoxycholat; 0,5% SDS; frisch dazu:
1mM NaVO;; 10 mM NaF; 0,5 mM Phenylmethylsulfonylfluorid; 5,4 uM Leupeptin;
1 mM Dithiothreitol; pH 8,0) versetzt und auf Eis inkubiert. Nachdem die Zellen
zusatzlich durch Ultraschall zertrimmert wurden, erfolgte die Abtrennung der restlichen
Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 10.000 x g. Zuriickgebliebene DNA wurde
unter Verwendung von Benzonase (VWR) gespalten. Der klare Uberstand wurde
abgenommen und bei -70°C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mit dem Bicinchoninsaure-Assay (BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher

Scientific) gemal der Herstellerangaben.

Immunchemischer Nachweis von Proteinen mit Hilfe der Western-Blot-Analyse

Die Auftrennung der Proteinproben erfolgte nach dem von Laemmli beschriebenen
Verfahren der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
[78]. Die Acrylamidkonzentration im Trenngel wurde entsprechend des Trennbereichs
von 100 bis 25 kDa (fur grofere Proteine wie RAGE und Occludin) mit 10% bzw. von
70 bis 10 kDa (fur kleinere Proteine wie S100A4) mit 15% gewahlt. Nach der
Auftrennung der Proteine wurden diese mit Hilfe des Western-Blot-Verfahrens auf eine
Polyvinylidenfluorid-Membran (Westran Clear Signal, Whatman®) (ibertragen und nach
der Inkubation mit den entsprechenden primaren und sekundaren Antikdrpern
(Tabelle 2-1) immunchemisch mit dem SuperSignal® West Chemiluminescent Substrat
(Thermo Fisher Scientific) am Bio-Imaging-System (MF-ChemiBIS 3.2, Biostep)
nachgewiesen [72].

Die Auswertung der Western-Blot-Analyse erfolgte zum Teil densitometrisch mit Hilfe
des Programms Total Lab. Dabei wurde mittels 1D Gel-Analyse mit Hintergrund-
subtraktion und automatischer Bandendetektion (minumum slope 105, noise reduction
5%, 3% of maximum peak) aus den berechneten Flachen unterhalb der Peak-Kurve
(AUC) die relative Proteinmenge des zu untersuchenden Proteins bezogen auf die

Proteinmenge von B-Aktin nach folgender Formel (1) ermittelt:

AUCprotein (1)

Relative Proteinsynthese =
AUCB-Aktin
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Tabelle 2-1: Antikorper fiir die Western-Blot-Analyse

Bezeichnung Verdiinnung Hersteller
priméare Antikorper
anti-Claudin-5 (A-12)
monoklonal Maus 1:100 Santa Cruz Biotechnology
anti-B-Aktin
e e s 1:1.000 Sigma-Aldrich
anti-VE-Cadherin
. 1:1.000 Pierce Antibodies

polyklonal Kaninchen
anti-Caspase-3 (H-277)
polyklonal Kaninchen 1:200 Santa Cruz Biotechnology
anti-S100A4
polyklonal Kaninchen 1:500 Dako Cytomation
anti-Occludin (N-19)

: 1:100 Santa Cruz
polyklonal Ziege
anti-RAGE
polyklonal Ziege 1:200 R&D Systems
anti-RAGE (N-16)
polyklonal Ziege 1:250 Santa Cruz Biotechnology
anti-RAGE (ab37647)
polyklonal Kaninchen 1:750 Abcam
sekundare Antikérper-Konjugate ‘
Kaninchen anti-Ziege ) )
IgG — Peroxidase 1:10.000 Sigma-Aldrich
Kaninchen anti-Maus
IgG — Peroxidase 1:10.000 Sigma-Aldrich
Ziege anti-Kaninchen
IgG — Peroxidase 1:10.000 Sigma-Aldrich

Immunzytochemischer Nachweis von Proteinen an Zellen

Zur subzelluldren Lokalisation verschiedener Proteine wurden die Antigene durch
Immunfluoreszenz-Farbung sichtbar gemacht. Dazu wurden die auf Objekttragern mit
Aufsatz (chamber slides, VWR) kultivierten Zellen mit 4%-iger Paraformaldehydlésung
(PFA-L6sung) fixiert. Zum Nachweis intrazelluldrer Proteine wurden die Zellen

zusatzlich mit Methanol permeabilisiert. Beim Nachweis membranstandiger Proteine
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wurde ausschliel3lich PBS zum Waschen verwendet, wohingegen bei intrazellularen
Proteinen stets PBS-T (0,5% Tween 20 in PBS) verwendet wurde. Nach dem Waschen
wurden die unspezifischen Bindungsstellen durch Inkubation mit 10% FKS in PBS-T
geblockt. Die primare Antikdrperinkubation erfolgte in Antibody Diluent Reagenz (Dako
Cytomation) bei 4°C Uber Nacht (Tabelle 2-2). Parallel dazu wurden Kontrollzellen
ohne Inkubation mit dem primaren Antikérper bzw. mit Inkubation des entsprechenden
IgG als Isotypkontrolle mitgefuhrt. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und

der Fluorophor-konjugierte Sekundarantikdrper zugegeben.

Tabelle 2-2: Antikorper und Isotypkontrollen fiir die Inmunzytochemie

Bezeichnung Verdiinnung Hersteller

primére Antikorper

anti-VE-Cadherin

monoklonal Maus 1:100 BD Biosciences
anti-Claudin-5
polyklonal Kaninchen 1:80 Invitrogen
anti-S100A4
polyklonal Kaninchen 1:100 Dako Cytomation
anti-RAGE

1:100 R&D Systems

polyklonal Ziege

Sekundare Antikorper-Konjugate

Esel anti-Kaninchen

IgG — Alexa Fluor 546 1:200 Molecular Probes

Kaninchen anti-Ziege
1gG — Alexa Fluor 594 1:200 Molecular Probes

Ziege anti-Maus

IgG — Alexa Fluor 488 1:200 Molecular Probes

Isotypkontrollen

normal Ziege-lgG 1:100

normal Maus-lgG 1:100

normal Kaninchen-lgG

1:80/1:100

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology
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Die Farbung der Zellkerne erfolgte mit 5 ug/ml HOECHST-33258 (Sigma-Aldrich).
Nach einer letzten Waschsequenz in PBS/PBS-T wurden die Objekttrager mit
Fluorescence mounting medium (Dako Cytomation) eingedeckt. Die Auswertung der
Immunfluoreszenz-Farbung erfolgte am Laserscanning-Mikroskop Fluoview 1200
CLSM (Olympus).

2.2.3 Tierexperimentelle Arbeiten

Intrakardiale Injektion

Zur Untersuchung der Metastasierung der humanen Melanomzellen wurden diese
intrakardial in weibliche, athymische NMRI-nu/nu-Mause injiziert. Dabei wurden 0,5 bis
2 x 10° Zellen in 100 pl PBS mit einer Insulinspritze direkt in den linken Ventrikel
injiziert. Die Injektion der Zellen wurde von Prof. J. Pietzsch (HZDR) vorgenommen.
Die Tiere befanden sich wahrend des Eingriffs unter Desfluran-Narkose
(7-9% Desfluran, 300 ml/min Sauerstoff, 700 ml/min Luft). Nach Injektion der
Melanomzellen wurden die Mause Uber einen Zeitraum von 40 bis 80 Tagen zunachst
hinsichtlich physiologischer Parameter wie Gewicht und Verhalten untersucht. Mit
Erreichen gewisser Ausschlusskriterien wie z.B. einer starken Abmagerung, einer
TumorgréRe von ca. 4 mm und neurologischen Ausfallen, wurden die Versuchstiere
durch CO,-Begasung getotet. AnschlielRend erfolgte die detaillierte pathologische
Charakterisierung im Hinblick auf die organspezifische Verteilung der Metastasen

anhand der Sektion oder der histologischen Untersuchung.

2.2.4 Histologische Methoden

Anfertigung von Organ- und Ganztierschnitten

Die entnommenen Organe und Gewebe wurden mit PBS abgespllt und anschlieend
in 4%-iger PFA-L6sung Uber Nacht fixiert. Die Aufbewahrung Uber einen langeren
Zeitraum erfolgte in PBS mit Zugabe von Natriumazid. Zur Paraffineinbettung wurden
die Organe zunachst in einer aufsteigenden Isopropanol-Reihe entwassert und danach
mit flissigem Paraffin (58-60°C, VWR) durchtrankt. Am darauffolgenden Tag erfolgte
die Einbettung der Organe in dafir vorgesehene Einbettkassetten an der Paraffin-

Ausgieldstation (Microm EC 350-1/2, Thermo Scientific). Zum Nachweis der
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transfizierten Melanomzellen in den Organen wurden am Mikrotom HM 340E (Thermo
Scientific) 100 um dicke Organschnitte angefertigt.

Zur Fertigung von Ganztierschnitten wurden die bereits eingefrorenen Tiere in
speziellen Kassetten mit Carboxymethylzellulose (5% in bidestilietem Wasser)
Uberschichtet und mit Hilfe von flissigem Stickstoff eingefroren. Nach dem Ausharten
wurden am Kryotom (Leica Jung Cryopolycut) 100 um dicke Ganztierschnitte
angefertigt. Diese wurden unter Vakuum getrocknet und anschlieend zur

Fluoreszenz-Bildgebung auf Folien fixiert [79].

Fluoreszenz-Bildgebung

Die Auswertung der Organ- und Ganztierschnitte erfolgte durch Fluoreszenz-
Bildgebung am In-vivo-Imaging-System Xtreme (Carestream Health) mit dem Kodak
Radiographic Phosphor Screen (Bruker) [79]. Dies war aufgrund der GFP-Synthese in
den transgenen Zellen moglich. Um eine mdgliche Autofluoreszenz der Gewebe
auszuschlieBen, wurde zusatzlich zur Fluoreszenzanregung im Wellenlangenbereich
des grinen Lichts (Anregung 480 nm/Emission 535 nm; Belichtungszeit 0,1 s) auch die
Anregung im Bereich des roten Lichts (Anregung 550 nm/Emission 600 nm;

Belichtungszeit 2 s) detektiert.

2.2.5 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe der OriginPro 8.6G-
Software (OriginLab Corporation). Mit Hilfe des parameterfreien Mann-Whitney-Tests
wurden die Daten auf statistisch signifikante Unterschiede geprift. Statistisch
signifikante Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit < 5% (p < 0,05) sind im

folgenden Ergebnisteil entsprechend gekennzeichnet.
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Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen erfolgten an
nativen sowie transfizierten A375-Melanomzellen. Aufgrund ihres erhdhten
Metastasierungspotentials im Vergleich zu anderen Melanomzelllinien wie MEL-JUSO
oder MeWo [77], eignen sich insbesondere die A375-Zellen flr die Etablierung eines
In-vitro-Metastasierungsmodells. Ausgehend von den nativen A375-Zellen wurden in
vorangegangenen Arbeiten im Rahmen der Dissertation von Susann Wolf zwei
transfizierte A375-Zelllinien generiert, die entweder humanes S100A4 (A375-hS100A4)
oder dessen Rezeptor humanen RAGE (A375-hRAGE) Uberexprimieren [72, 74].

Im ersten Teil dieser Arbeit stand zunachst die Charakterisierung der nativen und
transgenen A375-Zellen hinsichtlich ihres metastatischen Verhaltens im Vordergrund.
Die vorherigen Untersuchungen von Susann Wolf' deuteten bereits daraufhin, dass
S100A4-Uberexprimierende Zellen im Vergleich zu nativen A375-Zellen starkere
prometastatische Eigenschaften zeigten. Insbesondere wiesen sie eine erhdhte
Proliferation, Motilitat, Adhasion und Invasion im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen auf.
Im Rahmen dieser Arbeit sollte durch die zusatzliche Charakterisierung der
A375-hRAGE-Zellen sowie dem Einsatz von rekombinantem S100A4 und sRAGE
speziell die Bedeutung der S100A4-RAGE-Interaktion beim prometastatischen
Verhalten der Zellen untersucht werden. Rekombinantes S100A4 erhdht zusatzlich die
bereits endogen sezemierte S100A4-Konzentration im Zellkulturmedium, wohingegen
sRAGE die Konzentration an freiem S100A4 verringert. Extrazellulares S100A4 bindet
an sRAGE und kann somit nicht mehr mit RAGE und andere Rezeptoren interagieren.
Im Fortgang der Arbeit wurde durch die Etablierung eines BHS-Modells mit humanen
zerebralen Gehirn-Endothelzellen (hnCMEC/D3) die Metastasierung in vitro sowie durch
intrakardiale Injektion nativer und transfizierter A375-Zellen in NMRI-nu/nu-Mause

in vivo naher untersucht.

' Susann Wolf, Dissertation, angefertigt am HZDR, Institut fiir Radiopharmazeutische Krebsforschung
(2014)
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3.1 Proteinbiosynthese von S100A4 und RAGE bei humanen A375-

Melanomzellen

3.1.1 Proteinbiosynthese und Sekretion von S100A4

Die Proteinbiosynthese von S100A4 wurde in Zelllysaten von A375-, A375-hS100A4-

sowie A375-hRAGE-Zellen immunchemisch nachgewiesen und anschliel3end

densitometrisch ausgewertet (Abbildung 3-1).
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Abbildung 3-1: Gelelektrophoretischer Nachweis von S100A4 in nativen und transfizierten A375-

Melanomzellen

Die Proteinmenge von S100A4 wurde durch SDS-PAGE, Western-Blot-Analyse und anschlielende

Immundetektion bestimmt. Die Detektion von B-Aktin diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher

Proteinmengen auf das Gel. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus drei unabhangigen

Experimenten. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative S100A4-

Menge bezogen auf die Proteinmenge von B-Aktin, wobei zum Vergleich der Proteinmenge der nativen

und transfizierten Zellen die relative S100A4-Menge der nativen A375-Zellen auf 100% gesetzt wurde

(MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. A375).
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Dabei wurde zunachst die Uberexpression von S100A4 in transfizierten A375-
hS100A4-Zellen gegenuber nativen A375-Zellen deutlich. Bezogen auf native
A375-Zellen zeigten Uberexprimierende Zellen eine 10-fach héhere S100A4-Menge.
Daruber hinaus wurde ebenso in A375-hRAGE-Zellen eine nahezu 5-fach hohere
S100A4-Menge nachgewiesen. Der immunzytochemische Nachweis von S100A4
bestatigte diese Ergebnisse (Abbildung 3-2). Dabei wurde vor allem die intrazellulare

Lokalisation von S100A4 im Zytoplasma deutlich.

A375-hS100A4

A375-hRAGE Isotypkontrolle

Abbildung 3-2: Immunzytochemischer Nachweis von S100A4 in den nativen und transfizierten
A375-Zellen

Die intrazellulére Lokalisation von S100A4 wurde durch immunzytochemische Farbung (rot) und
anschlieBende Fluoreszenz-Mikroskopie bestimmt. Blau dargestellt sind die HOECHST-gefarbten
Zellkerne. Die Isotypkontrolle bestatigt eine spezifische Bindung des S100A4-Antikdrpers in den Zellen.
(Balken: 40 uym)

Neben dem intrazelluldren Nachweis von S100A4 wurde das Protein auch extrazellular
im Zellkulturiberstand nachgewiesen (Abbildung 3-3-A). A375-hS100A4-Zellen
sezernierten nach 8 h das meiste S100A4 (etwa 30 ng/ml). In vorangegangenen
Experimenten® wurde bereits gezeigt, dass die Sekretion von S100A4 aktiv (iber den
konventionellen ER-Golgi-abhangigen Weg erfolgt und somit durch den Einsatz von
BFA gehemmt werden kann. So fuhrte die Inkubation mit BFA zu einer signifikanten
Verringerung der S100A4-Konzentration im Zellkulturiberstand von A375- und A375-
hS100A4-Zellen (Abbildung 3-3-B). Aufgrund dessen wurde BFA auch im Rahmen
der vorliegenden Arbeit verwendet, um den Einfluss des extrazellularen S100A4 zu

prufen.

® Tandler, N. (verh. Herwig): Diplomarbeit, Sekretion und funktionelle Bedeutung von extrazelluldrem
S100A4-Protein im human Melanom, angefertigt am HZDR, TU Bergakademie Freiberg (2011)
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Abbildung 3-3: Nachweis von extrazellulairem S100A4 durch den ELISA

(A) Die Konzentration von extrazellularem S100A4 wurde nach 8 h im Zellkulturiberstand von A375-
hS100A4-Zellen mit Hilfe eines ELISAs bestimmt (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. A375). (B) Die Sekretion
von S100A4 wurde durch eine 4-stindige Inkubation mit BFA gehemmt und anschlieRend die
extrazellulare Konzentration mittels ELISA bestimmt (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt; §p<0,05
vs. A375).

Somit standen fir weiterfiihrende Experimente Zellen zur Verfligung, die eine geringe
Menge an endogenem S100A4 synthetisierten (A375-Zellen), solche, die signifikant
erhohte Mengen S100A4 synthetisierten und sezernierten (A375-hS100A4-Zellen), und
Zellen, die sowohl verstarkt S100A4 als auch den dazugehorigen Rezeptor RAGE
synthetisierten (A375-hRAGE) (Vgl. Kapitel 3.1.2). In allen Fallen kann die Sekretion
durch die Zugabe von BFA verringert und somit spezifisch die extrazellulare
Konzentration von S100A4 beeinflusst werden. Ausgehend von der hochst
gemessenen Konzentration von rund 30 ng/ml extrazellularem S100A4 je
1 x 10° Zellen im Zellkulturmedium der A375-hS100A4-Zellen wurde dieser Wert fiir
weitere Untersuchungen als Berechnungsgrundlage genutzt. Die Inkubation mit
rekombinantem S100A4 oder sRAGE erfolgte stets im molaren Uberschuss bezogen

auf diese endogen sezernierte S100A4-Menge.
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3.1.2 Proteinbiosynthese von RAGE

Neben der S100A4- wurde auch die RAGE-Synthese der nativen und transfizierten
A375-Zellen untersucht. Erwartungsgemaly synthetisierten A375-hRAGE-Zellen die
hochste RAGE-Menge (Abbildung 3-4). Ahnlich der S100A4-Menge der A375-
hRAGE-Zellen zeigten auch S100A4-Uberexprimierende A375-Zellen im Vergleich zu

nativen Zellen eine signifikant erh6hte RAGE-Menge.
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Abbildung 3-4: Gelelektrophoretischer Nachweis von RAGE in Zelllysaten von nativen und
transfizierten A375-Zellen

Die Proteinmenge von RAGE wurde durch SDS-PAGE, Western-Blot-Analyse und anschlielende
Immundetektion bestimmt. Die Detektion von B-Aktin diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher
Proteinmengen auf das Gel. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus drei unabhangigen
Experimenten. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative RAGE-Menge
bezogen auf die Proteinmenge von B-Aktin, wobei zum Vergleich der Proteinmengen der nativen und
transfizierten Zellen die relative RAGE-Proteinmenge der nativen A375-Zellen auf 100% gesetzt wurde
(MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. A375).
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Durch immunzytochemische Farbung wurde die Membranstandigkeit von RAGE an
A375-hRAGE-Zellen verdeutlicht (Abbildung 3-5). Jedoch zeigte sich bei dieser
Nachweismethode, dass nicht alle A375-hRAGE-Zellen RAGE Uberexprimierten bzw.
ebenfalls eine erhdhte Zahl nicht-transfizierter Zellen zu finden war. Die FACS-Analyse
bestatigte Uber 90% GFP-synthetisierende Zellen, so dass an dieser Stelle die
Sensitivitat der Zellfarbung bzw. die Spezifitdt des verwendeten Antikdrpers kritisch
betrachtet wird. Dementsprechend war der immunzytochemische RAGE-Nachweis an
A375- und A375-hS100A4-Zellen aufgrund der geringeren RAGE-Expression nicht
moglich. Langere Belichtungszeiten zeigten ausschlieBlich unspezifische Farbungen

an den Zellen.

A375-hRAGE A375-hRAGE Isotypkontrolle

Abbildung 3-5: Inmunzytochemischer Nachweis von RAGE an A375-hRAGE-Zellen

Die membranstéandige Lokalisation von RAGE wurde durch immunzytochemische Farbung (rot) und
anschlieRende Fluoreszenz-Mikroskopie bestimmt. Blau dargestellt sind die HOECHST-gefarbten
Zellkerne. Die Isotypkontrolle bestatigte eine spezifische Bindung des RAGE-Antikérpers an den Zellen.
(Balken: 20 uym)

3.2 Einfluss von rekombinanten S100A4 und sRAGE auf die Proliferation

und die mitochondriale Aktivitdt von A375-Zellen

Die Herstellung des rekombinanten S100A4 und der l6slichen Form von RAGE,
sRAGE, wurden in vorangegangenen Arbeiten’* beschrieben [72, 75], so dass die
Proteine fur diese Experimente bereits zur Verfligung standen. In dieser Arbeit wurden
das Proliferationsverhalten und die Vitalitat nativer und transfizierter A375-Zellen nach
Zugabe der rekombinanten Proteine untersucht. Zur Bestimmung der Vitalitat der
Zellen wurde im MTT-Assay die mitochondriale Aktivitat ermittelt, die Rickschlisse auf
die Zellvitalitat erlaubt. Generell wurden lediglich native und S100A4-

Uberexprimierende A375-Zellen mit rekombinantem sRAGE bzw. native und RAGE-

' Susann Wolf, Dissertation, angefertigt am HZDR, Institut fiir Radiopharmazeutische Krebsforschung
(2014)

* Susann Hoppmann, Dissertation, angefertigt am HZDR, Institut fir Radiopharmazeutische
Krebsforschung (2011)
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Uberexprimierende Zellen mit rekombinantem S100A4 inkubiert. Dadurch wurden zwei
verschiedene Ansatze gewahlt, bei denen durch Zugabe des entsprechenden
Liganden S100A4 bzw. des I8slichen Rezeptors sRAGE zu den jeweiligen
Uberexprimierenden Zellen, die Konzentration von extrazellularem S100A4 beeinflusst
wurde. Zum anderen wurden A375-Zellen aufgrund ihrer basalen S100A4-Synthese
mit beiden rekombinanten Proteinen inkubiert, um weitere Aussagen hinsichtlich der

Auswirkung von S100A4 und sRAGE auf zellulare Vorgange zu treffen.

3.2.1 Einfluss von S100A4

Das Proliferationsverhalten der A375- und A375-hRAGE-Zellen wurde Uber einen
Zeitraum von 48 h nach Zugabe von S100A4 untersucht. Dabei zeigte sich, dass beide
Zelllinien bereits nach 24 h im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Kontrollzellen
signifikant starker proliferierten (Abbildung 3-6). Nach weiteren 24 h war der Effekt
zwar schwacher, aber die Proliferation der behandelten Zellen tendenziell immer noch
erhoht.
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Abbildung 3-6: Einfluss von rekombinantem S100A4 auf das Proliferationsverhalten von nativen
A375- und A375-hRAGE-Zellen

Die Proliferation wurde durch Bestimmung der Zellzahl an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach Zugabe
von S100A4 am Zellzahlgerat Casy® Model TT ermittelt. Dargestellt ist die relative Zellzahl bezogen auf
die unbehandelten Kontrollzellen (=100%) (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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Die Inkubation mit S100A4 hatte jedoch keinen Einfluss auf die Vitalitat der Zellen
(Abbildung 3-7). Lediglich nach 24 h waren A375-Zellen tendenziell weniger vital.
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Abbildung 3-7: Einfluss von rekombinantem S100A4 auf die mitochondriale Aktivitat von A375- und
A375-hRAGE-Zellen

Die Vitalitdt der Zellen wurde mit Hilfe des MTT-Assays an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach
Zugabe von S100A4 ermittelt. Dargestellt ist die relative Vitalitdt bezogen auf die unbehandelten
Kontrollzellen (=100%) (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).

3.2.2 Einfluss von sRAGE

Analog zum Vorgehen mit rekombinantem S100A4 wurde auch der Einfluss von
sRAGE auf die Proliferation und die Vitalitdt der Zellen untersucht. Bei A375-Zellen
fuhrte die Inkubation mit sSRAGE zu einer signifikant erhéhten Proliferation nach 24 h
und 48 h, wohingegen die A375-hS100A4-Zellen erst nach 48 h im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen signifikant starker proliferierten (Abbildung 3-8). Ebenso wie die
Inkubation mit S100A4 flihrte auch die Zugabe von sRAGE zu keiner Veranderung der
Vitalitét der Zellen (Abbildung 3-9). Nur A375-Zellen zeigten nach 24 h erneut eine
tendenziell geringere Vitalitat.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die Inkubation der A375-Zellen mit beiden
rekombinanten Proteinen im Untersuchungszeitraum zu einer vorrubergehenden

Steigerung der Proliferation fuhrte. Demgegeniber blieb die Zellvitalitat im
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Untersuchungszeitraum konstant, so dass der Einfluss der Proteine in den

verwendeten Konzentrationen weder aktivierend noch toxisch war.
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Abbildung 3-8: Einfluss von rekombinantem sRAGE auf das Proliferationsverhalten von A375- und
A375-hS100A4-Zellen

Die Proliferation wurde durch Bestimmung der Zellzahl an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach Zugabe
von sRAGE am Zellzahlgerat Casy® Model TT ermittelt. Dargestellt ist die relative Zellzahl bezogen auf die
der unbehandelten Kontrollzellen (=100%) (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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Abbildung 3-9: Einfluss von rekombinantem sRAGE auf die mitochondriale Aktivitidt von A375- und
A375-hS100A4-Zellen

Die Vitalitdt der Zellen wurde mit Hilfe des MTT-Assays an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach
Zugabe von sRAGE ermittelt. Dargestellt ist die relative Vitalitat bezogen auf die unbehandelten
Kontrollzellen (=100%) (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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3.3 Einfluss der S100A4-RAGE-Interaktion auf das prometastatische

Verhalten

Hauptmerkmal metastasierender Zellen ist das Bestreben, aus dem unzureichend mit
Nahrstoffen versorgten Primartumor auszuwandern, in den Blutkreislauf zu gelangen
und von dort aus in andere Organe einzuwandern. Diese prometastatischen Vorgange
werden im Allgemeinen mit den Begriffen Zellmotilitat, Migration und Invasion
beschrieben. Bestandteil der folgenden Untersuchungen war es, herauszufinden,
inwiefern die S100A4- und RAGE-Uberexpression einen férdernden oder hemmenden
Einfluss auf diese Prozesse haben und ob dieser Einfluss durch die Zugabe von
rekombinantem S100A4 und sRAGE umkehrbar ist.

3.3.1  Zellmotilitat

Zunachst wurde im Rahmen des Wundheilungsassays die Zellmotilitat der
A375-Zelllinien untersucht. Die Motilitat ist dabei eine zunachst ungerichtete, freie
Bewegung der Zellen, die weitestgehend durch Zell-Zell-Interaktionen bestimmt wird.
Experimentell wird dabei die Restbreite eines 24 h zuvor im Zellrasen eingebrachten
Kratzers gemessen (Abbildung 3-10). Eine groRRere Restbreite bedeutet somit eine

geringere Motilitat der Zellen.

Abbildung 3-10: Exemplarische Darstellung zur Untersuchung der Zellmotilitat

Dem konfluenten Zellrasen der A375-, A375-hS100A4- und A375-hRAGE-Zellen wurde mit einer
Pipettenspitze je ein Kratzer zugefiigt und nach 24 h die Restbreite des Spaltes in mikroskopischen
Aufnahmen gemessen. Die Grofe des Spaltes gilt dabei als MaR fir die Motilitat der Zellen.
(Balken: 100 pm)
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Im Vergleich der nativen und transfizierten Melanomzellen untereinander wird
zunachst deutlich, dass A375-hS100A4-Zellen die grofte Beweglichkeit zeigten
und A375-hRAGE-Zellen weniger motil waren als native A375-Zellen
(Abbildung 3-11).

Bei zwei der drei Zelllinien fuhrte die Inkubation mit BFA im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen zu einer signifikanten Verringerung der Motilitdt um
21% (A375-hS100A4-Zellen) bzw. 26% (native A375-Zellen). Bei den A375-

hRAGE-Zellen hingegen war nur eine um 5% geringe Motilitat zu sehen.
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1 % [C]+BFA
80 * s + S100A4-siRNA
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Abbildung 3-11: Regulation der Zellmotilitdt durch die S100A4-RAGE-Interaktion |
Die Zellmotilitdt der nativen und transfizierten A375-Zellen wurde mit Hilfe des Wundheilungsassays

untersucht. Dargestellt ist die relative Breite des Kratzers im Zellrasen nach 24 h der unbehandelten und
mit BFA, S100A4-siRNA, einem blockierendem RAGE-AK (anti-RAGE AK) behandelten Zellen. Dabei
wurde die initiale Kratzerbreite auf 100% normiert (MW+SEM; n23; *p<0,05 vs. unbehandelt; §p<0,05 VvS.
unbehandelte, native A375-Zellen; #p<0,05 vs. unbehandelte A375-hS100A4-Zellen).

Da die Blockierung der Sekretion mit BFA nicht spezifisch fir S100A4 ist, wurden
A375-hS100A4-Zellen zusatzlich mit S100A4-siRNA transfiziert, wodurch
ausschlie8lich die Transkription des S7100A4-Gens gehemmt wurde. Diese siRNA-
transfizierten A375-hS100A4-Zellen zeigten im Vergleich zu unbehandelten A375-
hS100A4-Zellen eine tendenziell geringere Motilitdt (43 vs. 47%). Durch die
Transfektion mit siRNA wurde sowohl die extrazellulare als auch die intrazellulare
Konzentration von S100A4 verringert (Abbildung 3-12-A).
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Die Verwendung eines blockierenden Antikdrpers gegen RAGE [80] ermdglicht es,
die Bindungsstelle fir S100A4 an der Zelloberflache zu blockieren und somit eine
intrazellulare, RAGE-abhangige Signalweiterleitung zu verhindern
(Abbildung 3-12-B). Die Blockierung von RAGE mit dem spezifischen RAGE-
Antikérper flhrte bei den A375-hRAGE-Zellen zu einer Erhdéhung der
Beweglichkeit um lediglich 4%.

A unb. nk. S100A4-siRNA
- Zellkultur-
uberstande
- ‘ - Lysate
M S - o.Aktin
B

unbehandeilt Anti-RAGE

Abbildung 3-12: Nachweis der erfolgreichen Transfektion mit siRNA und RAGE-Blockierung

(A) Die S100A4-Proteinmenge wurde in unbehandelten A375-hS100A4-Zellen (unb.) bzw. nach der
Transfektion mit nicht-kodierender siRNA (nk.) und spezifischer siRNA (S100A4-siRNA) durch SDS-
PAGE, Western-Blot-Analyse und anschlieBende Immundetektion Gberprift. Die Detektion von B-Aktin

diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher Proteinmengen. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus

drei unabhangigen Experimenten. (B) Der Nachweis der RAGE-Blockierung mit Hilfe des spezifischen

RAGE-Antikorpers erfolgte durch Bindungsexperimente mit NHS-Rhodamin-markiertem, rekombinantem
S100A4. Zu sehen ist die S100A4-Bindung (rot) an GFP-synthetisierende, unbehandelte A375-hRAGE-
Zellen (grin). (Balken: 50 pm)

Als weiterer Ansatz zur Untersuchung der S100A4-RAGE-Interaktion wurden die
Zellen mit rekombinantem S100A4 oder sRAGE inkubiert und deren Einfluss auf
die Zellmotilitdt beschrieben. Dabei ist zu beachten, dass die Zugabe von S100A4
und sRAGE ausschliellich die Konzentration von extrazellularem S100A4
beeinflusst. Die Beweglichkeit der nativen A375- und transgenen A375-hS100A4-

Zellen verringerte sich  signifikant durch die Zugabe von sRAGE
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um 14% bzw. 25% (Abbildung 3-13). Demgegeniber war die Motilitat der A375-
und A375-hRAGE-Zellen durch die Inkubation mit rekombinantem S100A4

signifikant um jeweils 9% erhoht im Bezug auf die unbehandelten Kontrollzellen.
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Abbildung 3-13: Regulation der Zellmotilitdt durch die S100A4-RAGE-Interaktion Il

Die Zellmotilitdt der nativen und transfizierten A375-Zellen wurde mit Hilfe des Wundheilungsassays
untersucht. Dargestellt ist die Breite des Kratzers im Zellrasen nach 24 h der unbehandelten und der mit
rekombinantem sRAGE oder S100A4 behandelten Zellen. Dabei wurde die initiale Kratzerbreite auf 100%
normiert (MW+SEM; n23; *p<0,05 vs. unbehandelt).

3.3.2 Zellmigration

Als weiteres Merkmal einer mestatasierenden Zelle wurde die Migrationsfahigkeit
untersucht. Dabei mussen sich die Zellen mit einer durchschnittlichen GréRe von
20-30 pm durch 8 um grolie Poren eines Zellkultureinsatzes bewegen und somit aktiv
ihre Form verandern. Dabei spielen im Gegensatz zur Untersuchung der Motilitat Zell-
Zell-Interaktionen nur eine untergeordnete Rolle. Aufgrund der unterschiedlich
intensiven Zellfarbung war ein Vergleich der drei unbehandelten A375-Zelllinien hier
nicht moglich. Dargestellt ist somit die Migration der einzelnen Zellen bezogen auf ihre
unbehandelten Kontrollzellen (Abbildung 3-14).
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e Die Inkubation mit sSRAGE verringerte die Migration der A375-Zellen signifikant um
37%. A375-hS100A4-Zellen migrierten ebenfalls signifikant langsamer (15%).

e Die Zugabe von S100A4 fuhrte hingegen zu einer signifikanten Erhohung der
Migration um 36% (A375-Zellen) bzw. 31% (A375-hRAGE-Zellen).

e Analog zum Wundheilungsassay migrierten siRNA-transfizierte A375-hS100A4-
Zellen im Vergleich zu unbehandelten Zellen signifikant langsamer (20%).

e Die Blockierung von RAGE durch den spezifischen Antikdrper fuhrte ebenfalls zu

einer tendenziell verringerten Migration (10%).
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Abbildung 3-14: Regulation der Zellmigration durch die S100A4-RAGE-Interaktion

Die Migration der nativen und transfizierten A375-Zellen wurde mit Hilfe des Migrationsassays untersucht.
Dargestellt ist die relative Migration der Zellen nach 24 h im Bezug auf die jeweils unbehandelten
Kontrollzellen (100%). Die Zellen wurden mit rekombinantem sRAGE oder S100A4, S100A4-siRNA und
einem blockierendem RAGE-Antikérper (anti-RAGE AK) behandelt (MW+SEM; n23; *p<0,05 vs.

unbehandelt).

3.3.3 Zellinvasion

Werden die Zellkultureinsatze zusatzlich mit Matrigel beschichtet, wird dadurch eine

extrazellulare Matrix modelliert. Damit kann nicht nur die Migrationsfahigkeit der Zellen,

sondern im Uubertragenen Sinn auch deren Fahigkeit, in umliegendes Gewebe

einzuwandern, ihr invasives Verhalten, untersucht werden.

« Bei nativen A375-Zellen und A375-hRAGE-Zellen war die Invasion nach Zugabe
von rekombinantem S100A4 signifikant um 21% bzw. 13% erhdht.
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« Die A375-hS100A4-Zellen wanderten nach Zugabe von sRAGE signifikant
langsamer (15%) durch die Matrigel-Schicht (Abbildung 3-15).

o Die Transfektion der A375-hS100A4-Zellen mit siRNA und die Inkubation mit dem
blockierenden RAGE-Antikérper fuhrten in beiden Fallen zu einer signifikanten

Verringerung der Invasion (21% bzw. 15%).
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Abbildung 3-15: Regulation der Zellinvasion durch die S100A4-RAGE-Interaktion

Die Invasion der nativen und transfizierten A375-Zellen wurde mit Hilfe des Invasionsassays untersucht.
Dargestellt ist die relative Invasion der Zellen nach 24 h im Bezug auf die jeweils unbehandelten
Kontrollzellen (100%). Die Zellen wurden mit rekombinantem sRAGE oder S100A4, S100A4-siRNA und
einem blockierendem RAGE-Antikérper (anti-RAGE AK) behandelt (MW+SEM; n23; *p<0,05 vs.
unbehandelt).

Zusammenfassung

Zusammenfassend betrachtet stimulierten hdhere Konzentrationen von extrazellularem
S100A4, das prometastatische Verhalten der A375-Melanomzellen. Die Inkubation mit
sRAGE, sowie die Transfektion mit S100A4-siRNA und die Blockierung der Ligand-
Bindung an RAGE mit einem spezifischen blockierenden Antikdrper flhrte zu einer
Verringerung der S100A4-Konzentration im Zellkulturmedium und nachfolgend zu einer

Verminderung der prometastatischen Eigenschaften.
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3.4 Untersuchungen 2zum Einfluss von S100A4 auf die Gehirn-

Metastasierung in vitro

Einleitend wurde bereits beschrieben, dass die hohe Mortalitdt des malignen
Melanoms vor allem auf dessen frihzeitige Metastasierung zuriickzufihren ist. Speziell
die Bildung von Metastasen im Gehirn bleibt lange unentdeckt und ist zudem schlecht
therapierbar. Die Mechanismen, die zu einem Ubertritt der Melanomzellen durch die
sonst Zell-undurchlassige Blut-Hirn-Schranke fuhren, sind dabei noch weitestgehend
ungeklart. Auf Grundlage der zuvor dargestellten prometastatischen Aktivierung der
A375-Zellen durch S100A4 soll nun im Weiteren die Metastasierung der
Melanomzellen anhand des BHS-Modells naher untersucht werden. Durch den
erneuten Einsatz der rekombinanten Proteine S100A4 und sRAGE, sowie der
transgenen A375-Zellen soll dabei eine mdgliche Beteiligung der S100A4-RAGE-

Interaktion an der Gehirn-Metastasierung belegt werden.

3.4.1 Etablierung des Blut-Hirn-Schranken-Modells

Mit dem im Abschnitt 2.2.1 beschriebenen Aufbau war es moéglich, ein BHS-Modell mit
den humanen, zerebralen Gehirn-Endothelzellen hCMEC/D3 zu etablieren. Neben der
Messung des transendothelialen Widerstandes (TEER) wurde das Vorhandensein der
fur Endothelzellen charakteristischen interzellularen Verknipfungen, der Tight- und
Adherens-Junction-Proteine, durch immunzytochemische Farbung nachgewiesen
(Abbildung 3-16).

In nachfolgenden Experimenten wurde der Einfluss von rekombinantem S100A4 sowie
der A375-Melanomzellen auf die Dichtheit (Zell-Integritat) des Endothelzellrasens
gepruft. Gemal den vorangegangenen Untersuchungen kamen bei den Experimenten
zum transmigratorischen Verhalten der A375-Zellen auch die rekombinanten Proteine
S100A4 und sRAGE zum Einsatz.
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VE-Cadherin Claudin-5

Abbildung 3-16: Inmunzytochemische Farbung der Junction-Proteine an hCMEC/D3-Zellen

Der Nachweis eines dichten Endothelzellrasens erfolgte durch immunzytochemische Farbung von
VE-Cadherin (griin) und Claudin-5 (rot). Blau dargestellt sind die HOECHST-gefarbten Zellkerne.
(Balken: 30 um)

3.4.2 Einfluss von rekombinantem S100A4 auf die RAGE-Synthese der

Endothelzellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Regulation der RAGE-Synthese der hCMEC/D3-
Zellen nach der Inkubation mit rekombinantem S100A4 untersucht. Dabei wurde
gezeigt, dass bereits eine 24-stindige Inkubation mit dem 10-fachen molaren
Uberschuss an S100A4 zu einer signifikanten Erhohung der RAGE-Menge fiihrte
(Abbildung 3-17). Dieser Effekt war vergleichbar mit der S100A4-stimulierten RAGE-
Synthese bei A375-hS100A4-Zellen.
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Abbildung 3-17: Gelelektrophoretischer Nachweis von RAGE in Zelllysaten von hCMEC/D3-Zellen
Die relative RAGE-Menge wurde nach der 24-stindigen Inkubation der Endothelzellen mit dem 10- bis
100-fachen Uberschuss an S100A4 (10x -100x) bzw. der unbehandelten Zellen (unb.) durch SDS-PAGE,
Western-Blot-Analyse und anschlieende Immundetektion bestimmt. Die Detektion von B-Aktin diente zur
Kontrolle fir das Auftragen gleicher Proteinmengen auf das Gel. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot
aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt
die relative RAGE-Menge bezogen auf die Proteinmenge von [3-Aktin, wobei zum Vergleich der
Proteinmengen der behandelten Zellen die relative RAGE-Menge der unbehandelten hCMEC/D3-Zellen
auf 100% gesetzt wurde (MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).

3.4.3 Einfluss von rekombinantem S100A4 auf die Zell-Integritat und Apoptose

der Endothelzellen

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss von rekombinantem S100A4 auf die Zell-
Integritat der hCMEC/D3-Zellen untersucht. Als Mall fir die Dichtheit des
Endothelzellrasens gilt ein hoher TEER-Wert. Lucken im Zellrasen wirden eine

bessere Leitfahigkeit und somit einen geringeren Widerstand verursachen.
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In der Abbildung 3-18 ist zu sehen, dass der relative TEER 24 h und 48 h nach der
Zugabe von S100A4 signifikant geringer war im Vergleich zu unbehandelten Zellen.

Dies deutet auf einen geschadigten Endothelzellrasen hin.
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Abbildung 3-18: Einfluss von S100A4 auf den TEER in hCMEC/D3-Zellen

Die TEER-Messung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach der Zugabe von rekombinantem
S100A4 im 10- bzw. 50-fachem molaren Uberschuss im Bezug auf die héchste extrazelluldre S100A4-
Konzentration in A375-hS100A4-Zellen (300 ng/ml bzw. 1500 ng/ml) durchgefuhrt. Die Werte der
behandelten Proben wurden dabei auf die der unbehandelten Kontrollzellen (=100%) bezogen (MW+SEM;

n=12 aus 3 unabhangigen Experimenten; *p<0,05 vs. unbehandelt).

Um die vermutete Schadigung des Endothelzellrasens zu bestatigen, wurde nach 24 h
zusatzlich eine Western-Blot-Analyse der Zelllysate hinsichtlich der Proteinmenge der
Tight-Junction-Proteine Occludin und Claudin-5 sowie des Adherens-Junction-Proteins
VE-Cadherin durchgefiihrt. Hinzu kamen die Nachweise von RAGE und Caspase-3,
um zum einen eine proinflammatorische Reaktion vermittelt durch eine erhéhte RAGE-
Synthese und zum anderen eine S100A4-induzierte Apoptose zu identifizieren.

Die Inkubation mit S100A4 im 50-fachen molaren Uberschuss zeigte im Vergleich zu
unbehandelten Zellen eine geringere Proteinmenge von Occludin bei den hCMEC/D3-
Zellen (Abbildung 3-19-A). Die densitometrische Auswertung bestatigte, dass die
relative Occludin-Menge im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant um 70%
verringert war (Abbildung 3-19-B). Demgegenuber blieben die Proteinmengen von
Claudin-5- und VE-Cadherin unverandert. Ebenso beeinflusste rekombinantes S100A4
die RAGE-Menge bei den hCMEC/D3-Zellen nicht, wobei diese generell auf einem
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sehr niedrigen Niveau lag. Zugleich wurde auch keine Veranderung der Proteinmenge
der Caspase-3 beobachtet. Caspase-3 existiert in der Zelle als pro-Form und wird nach
der Aktivierung anderer Proteine, vor allem der Initiator-Caspasen 8 und 9, in seine
aktive Form gespalten. Daher weist die gleichbleibende Caspase-3-Syntheserate

darauf hin, dass die Endothelzellen nicht apoptotisch waren.
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| — - Occludin
— ———— —— Claudin-5

e . YE-Cadherin

T——— CaSpase-3

S — -/

B 100

relative Occludin-Synthese [%]

10x 50x S100A4

Abbildung 3-19: Western-Blot-Analyse der hCMEC/D3-Zelllysate nach Inkubation mit
rekombinantem S100A4

Die relative Proteinmenge verschiedener Proteine wurde 24 h nach der Zugabe von S100A4 im 10- bzw.
50-fachem molaren Uberschuss (300 ng/ml bzw. 1500 ng/ml), sowie ohne S100A4-Zugabe (unb.) durch
SDS-PAGE, Western-Blot-Analyse und Immundetektion untersucht. Die Detektion von (3-Aktin diente zur
Kontrolle fir das Auftragen gleicher Proteinmengen. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus drei
unabhangigen Experimenten. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative
Occludin-Menge bezogen auf die Proteinmenge von (-Aktin. Dabei wurden die Bandenintensitaten in
jedem Experiment auf die Occludin-Menge der unbehandelten hCMEC/D3-Zellen normiert (=100%)

(MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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3.4.4 Einfluss von Melanom-Zellkulturiberstdnden auf die Zell-Integritat und

Apoptose der Endothelzellen

Neben dem S100A4 koénnen auch andere von den A375-Melanomzellen sezernierte
Proteine einen Einfluss auf die Zell-Integritdt der hCMEC/D3-Zellen haben. Um dies
naher zu untersuchen, wurden die Zellen mit den Zellkulturiberstanden nativer und
transfizierter A375-Zellen inkubiert. Analog zu dem vorangegangenen Experiment
wurden danach die TEER-Messung und die Western-Blot-Analyse durchgefihrt.

Ein Tag nach der Zugabe der Zellkulturiberstande der A375-Zellen war der TEER im
Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant verringert (Abbildung 3-20). Nach weiteren
24 h war der Widerstand immer noch geringer, der Unterschied jedoch statistisch nicht

mehr signifikant.
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Abbildung 3-20: Einfluss der Zellkulturiiberstinde von A375-Melanomzellen auf den TEER in
hCMEC/D3-Zellen

Die TEER-Messung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen nach der Zugabe der
Zellkulturiiberstande durchgefiihrt. Die Werte der behandelten Proben wurden dabei auf die der
unbehandelten Kontrollzellen (=100%) bezogen (MW+SEM; n=12 aus 3 unabhangigen Experimenten;
*p<0,05 vs. unbehandelt).

Im Gegensatz zur Inkubation mit S100A4 zeigte sich dabei kein Einfluss auf die
Proteinmenge von Occludin (Abbildung 3-21-A). Jedoch fiihrten die Uberstande der
transfizierten Zellen zu einer verringerten VE-Cadherin-Menge. Die densitometrische

Auswertung ergab eine signifikant verminderte VE-Cadherin-Menge aufgrund der
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Zugabe der Uberstande der A375- und A375-hS100A4-Zellen um 36% bzw. 45%
(Abbildung 3-21-B). Die Proteinmengen von RAGE- und Caspase-3 waren nach
Zugabe der A375-Zellkulturiberstande ebenfalls unverandert. Claudin-5 wurde,
vermutlich aufgrund der sehr geringen Syntheserate, nicht in allen drei unabhangigen
Experimenten detektiert, so dass zur Regulation von Claudin-5 durch die Zugabe der

Zellkulturiberstande keine zuverlassigen Aussagen getroffen werden kénnen.
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Abbildung 3-21: Western-Blot-Analyse der hCMEC/D3-Zelllysate nach Inkubation mit
Zellkulturiiberstanden der A375-Melanomzellen
Die Proteinmenge verschiedener Proteine wurde 24 h nach der Inkubation mit Zellkulturiiberstanden
nativer und transfizierter A375-Zellen bzw. ohne Zusatze (unb.) durch SDS-PAGE, Western-Blot-Analyse
und Immundetektion untersucht. Die Detektion von -Aktin diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher
Proteinmengen. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot der einzelnen Proben aus drei unabhangigen
Experimenten. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative VE-Cadherin-
Menge bezogen auf die Proteinmenge von B-Aktin. Dabei wurden die Bandenintensitdten in jedem
Experiment auf die VE-Cadherin-Menge der unbehandelten hCMEC/D3-Zellen normiert (=100%)
(MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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3.4.5 Einfluss von A375-Melanomzellen auf die Zell-Integritdt und Apoptose der
Endothelzellen

Weiterhin wurde der Einfluss der Kokultur von A375-Melanomzellen und hCMEC/D3-
Zellen auf die Zell-Integritdt der Endothelzellen untersucht. Dazu wurden die beiden
Zelllinien fir 24 h kokultiviert und anschlielend zur Western-Blot-Analyse durch
magnetische Separation wieder voneinander getrennt.

Die TEER-Messungen (Abbildung 3-22) ergaben eine signifikante Verringerung des
Widerstandes nach 24-stlindiger Kokultur von hCMEC/D3-Zellen mit A375- und A375-
hRAGE-Zellen bzw. nach 48-stundiger Kokultur von hCMEC/D3-Zellen mit jeweils allen
A375-Zelllinien.
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Abbildung 3-22: Einfluss der Kokultur von A375-Melanomzellen und hCMEC/D3-Zellen auf den
TEER

Die TEER-Messung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen der Kokultur von Melanom- und
Endothelzellen durchgefiihrt. Die Werte der behandelten Proben wurden dabei auf die der unbehandelten
Kontrollzellen (=100%) bezogen (MW+SEM; n=12 aus 3 unabhangigen Experimenten; *p<0,05 vs.
unbehandelt).

Die Western-Blot-Analyse zeigte eine deutliche Verringerung der Proteinmenge von
Occludin- und VE-Cadherin infolge der Kokultivierung (Abbildung 3-23-A). Sowohl die
Kokultur mit nativen als auch mit transgenen A375-Zellen verringerte die

Proteinmengen von Occludin und VE-Cadherin bei den hCMEC/D3-Zellen signifikant
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um bis zu 95% (Abbildung 3-23-B). Jedoch wurden die Proteinmengen von Claudin-5,
RAGE und Caspase-3 nicht reguliert.
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Abbildung 3-23: Western-Blot-Analyse der hCMEC/D3-Zelllysate nach Kokultur mit den A375-
Melanomzellen

Die Proteinmenge verschiedener Proteine wurde 24 h nach der Kokultur von hCMEC/D3-Zellen mit den
nativen und transfizierten A375-Zellen bzw. ohne Zusatze (unb.) durch SDS-PAGE, Western-Blot-Analyse
und Immundetektion untersucht. Die Detektion von -Aktin diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher
Proteinmengen. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer Blot aus drei unabhangigen Experimenten. (B) Die
densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative Occludin- und VE-Cadherin-Mengen
bezogen auf die Proteinmenge von B-Aktin. Dabei wurden die Bandenintensitaten in jedem Experiment auf
die Occludin- bzw. VE-Cadherin-Menge der unbehandelten hCMEC/D3-Zellen normiert (=100%)
(MW+SEM; n=3; *p<0,05 vs. unbehandelt).
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Da die Kokultur von hCMEC/D3-Zellen mit den transfizierten Zellen einen Einfluss auf
die Occludin- und VE-Cadherin-Mengen der Endothelzellen hatte, wurde in einem
weiteren Experiment auch der zusatzliche Einfluss der rekombinanten Proteine sRAGE
und S100A4 auf die Proteinsynthese untersucht. Im Zuge der magnetischen
Separation wurde dem Medium BSA zugesetzt. Occludin und BSA haben jedoch eine
annahernd gleiche Molmasse, so dass aufgrund der hohen BSA-Konzentration relativ
zur Occludin-Menge, die Proteinbande Uberdeckt wurde und ein immunchemischer
Nachweis nicht moéglich war.

Durch den Zusatz von sRAGE wurde die VE-Cadherin-Menge der kokultivierten
hCMEC/D3-Zellen mit A375- und A375-hS100A4-Zellen nochmals verringert
(Abbildung 3-24-A). Die Inkubation mit S100A4 verringerte die Proteinmenge von
VE-Cadherin bei der Kokultur mit nativen A375-Zellen deutlich. Die ohnehin schon sehr
geringe Proteinmenge bei der Kokultur mit A375-hRAGE-Zellen blieb auf sehr
niedrigem Niveau. Die densitometrische Auswertung zeigte, dass dies allerdings nur
tendenzielle Beobachtungen waren. Aufgrund der groRen Abweichung zwischen den
drei unabhangigen Experimenten war es nicht mdglich, statistisch signifikante
Aussagen zu treffen (Abbildung 3-24-B).

Somit wurde nach Zugabe von rekombinantem S100A4 bzw. der Inkubation mit
Zellkulturiberstanden der Melanomzellen und der Kokultur eine Stérung der
Endothelzell-Integritdt nachgewiesen. Dies wurde sowohl durch einen verringerten
TEER als auch durch eine verminderte Occludin- und VE-Cadherin-Menge bestatigt.
Claudin-5, als weiteres Tight-Junction-Protein, wurde bei den hCMEC/D3-Zellen nicht
reguliert. Des Weiteren gab es keinen Einfluss auf die Proteinsynthese von Caspase-3,
so dass keine akute Schadigung der Endothelzellen durch von Melanomzellen

sezernierte Proteine bzw. die Zellen selbst nachgewiesen wurde.
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Abbildung 3-24: Einfluss des rekombinanten S100A4 und sRAGE auf die VE-Cadherin-Menge in
hCMEC/D3-Zellen

(A) Dargestellt ist eine ausgewahlte Western-Blot-Analyse der VE-Cadherin-Menge nach Kokultur von
Melanom- und Endothelzellen und unter Zusatz von S100A4 und sRAGE bzw. in unbehandelten
hCMEC/D3-Zellen (unb.). Die Detektion von B-Aktin diente zur Kontrolle fir das Auftragen gleicher
Proteinmengen. (B) Die densitometrische Auswertung der drei Experimente zeigt die relative VE-
Cadherin-Menge bezogen auf die Proteinmenge von B-Aktin. Dabei wurden die Bandenintensitaten in
jedem Experiment auf die VE-Cadherin-Menge der unbehandelten hCMEC/D3-Zellen normiert (=100%)
(MW+SEM; n=3).
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3.4.6 Transendotheliale Migration der A375-Melanomzellen

Zuletzt wurde mit Hilfe des BHS-Modells die Transmigration der A375-Melanomzellen
durch den Endothelzellrasen untersucht. Dazu wurde das Fluoreszenzsignal
ausgehend von Fluoreszenz-gefarbten A375-Melanomzellen, die Uber 24 h hinweg
durch eine Endothelzellschicht transmigrieren konnten, photometrisch bestimmt.
Bezogen auf die nativen A375-Zellen transmigrierten die transfizierten Zellen
signifikant schneller (37% bzw. 39%) innerhalb von 24 h (Abbildung 3-25-A). Die
Zugabe von S100A4 und sRAGE flhrte bei den nativen A375-Zellen zu einer
Erhdhung um 7% bzw. einer Verringerung der Transmigration um 16%, welche jedoch
statistisch nicht signifikant waren (Abbildung 3-25-B). Bei den transfizierten Zellen
zeigte sich eine signifikante Erhdhung der Transmigration um 19% durch Zugabe von
S100A4 (A375-hRAGE) bzw. eine signifikante Verringerung um 29% durch Inkubation
mit SRAGE (A375-hS100A4). Somit wurde auch fir die Transmigration der gleiche
stimulierende bzw. hemmende Einfluss der beiden rekombinanten Proteine (S100A4

und sRAGE) nachgewiesen.
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Abbildung 3-25: Transendotheliale Migration der Melanomzellen

Die Messung der Transmigration erfolgte photometrisch anhand der Intensitat der mit CellTracker™ Green
gefarbten Melanomzellen, welche innerhalb von 24 h durch den Endothelzellrasen des Zellkultureinsatzes
gewandert waren. Dabei wurden sowohl die relative Transmigration der unbehandelten Zellen (A) als auch
die nach Zugabe von S100A4 und sRAGE (B) ermittelt (MW+SEM; n=12 aus 3 unabhangigen
Experimenten; *p<0,05 vs. A375; $p<0,05 vs. unbehandelt).
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3.5 In-vivo-Untersuchung der Gehirn-Metastasierung nach intrakardialer

Injektion von A375-Melanomzellen in NMRI-nu/nu-Mause

3.5.1 Charakterisierung des Tumormodells

Zur In-vivo-Untersuchung der Gehirn-Metastasierung wurde in der vorliegenden Arbeit
im Rahmen einer Orientierungsstudie ein Tiermodell verwendet, bei dem native und
transfizierte A375-Zellen intrakardial in den linken Ventrikel des Herzens von
weiblichen NMRI-nu/nu-Mausen injiziert wurden. AnschlieRend wurden die Tiere uUber
einen Zeitraum von maximal 80 Tagen beobachtet und Auffalligkeiten hinsichtlich
Masse, Motorik und Tumorwachstum aufgezeichnet. Ziel dieses Experiments war es,
ein Verteilungsmuster mit Blick auf die Metastasen-Bildung in verschiedenen Organen,
mit dem Hauptaugenmerk auf das Gehirn, zu untersuchen. Des Weiteren diente diese
orientierende Studie zunachst dazu, Unterschiede im Verhalten der nativen und
transfizierten Zellen nach der Injektion abzuschatzen.

In Abstanden von drei bis vier Tagen wurden die Tiere gewogen und die Gewichte der
einzelnen Gruppen untereinander verglichen. Dabei zeigte sich der generelle Trend,
dass die Mause, denen die A375-hS100A4-Zellen injiziert wurden, im Vergleich zu den

anderen sichtbar diinner und somit auch leichter waren (Abbildung 3-26).
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Abbildung 3-26: Gewichtskontrolle der NMRI-nu/nu-Mause nach intrakardialer Injektion der
A375-Melanomzellen

Die Mause wurden alle drei bis vier Tage nach Injektion der nativen und transfizierten A375-Zellen Uber
einen Zeitraum von 42 Tagen gewogen. Dargestellt ist die Gewichtsverteilung aus einem reprasentativen
Experiment (MW + SEM je Gruppe; n=3).
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In der Abbildung 3-27 ist die ermittelte Uberlebenswahrscheinlichkeit anhand der
Kaplan-Meier-Analyse dargestellt. Mause, denen die transfizierten Zellen injiziert
wurden, verstarben im Vergleich zu den Mausen mit den nativen A375-Zellen friher.
Das mittlere Gesamtlberleben (GU) der Tiere, denen die nativen A375-Zellen injiziert
wurden, lag bei 28,8 Tagen. A375-hS100A4-injizierte Mause Uberlebten im
Durchschnitt 24,5 Tage, A375-hRAGE-injizierten Mause 24,0 Tage.
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Abbildung 3-27: Kaplan-Meier-Analyse der mit Melanomzellen injizierten Mause

Aufgetragen ist die Uberlebenswahrscheinlichkeit der Mause in der jeweiligen Gruppe in Abhéngigkeit von
der Zeit nach der Injektion (GU - Gesamtiiberleben). Die Uberlebenswahrscheinlichkeit ergibt sich dabei
aus dem Anteil der Uberlebenden Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt.

Die haufigsten Ursachen flir das Sterben bzw. die Totung der Tiere waren eine
plotzlich eintretende starke Abmagerung, auch Kachexie genannt, das Tumor-
wachstum oder eine Parasthesie beginnend bei den Hinterbeinen. Nach der Injektion
wurden rund 40% der Tiere innerhalb des Versuchszeitraumes kachektisch
(Tabelle 3-1). Besonders auffallend war der groRBe Anteil der Mause mit
fortschreitender Lahmung der Hinterbeine nach Injektion von A375-hS100A4-
Zellen (44%), deren Ursache nach der Sektion naher untersucht wurde. Zwischen 11%
und 22% der Tiere hatten aufRerlich sichtbare Tumore, meist im Bereich der Schulter
oder des Unterbauchs. In weniger als 28% der Falle waren vor der Sektion
makroskopisch keine Auffalligkeiten oder Veranderungen Uber den gesamten

Untersuchungszeitraum hin zu beobachten.



3 ERGEBNISSE

60

Tabelle 3-1: Ubersicht der hiufigsten Auffilligkeiten nach Injektion der A375-Melanomzellen

Aufgefiihrt ist der prozentuale Anteil der makroskopischen Auffalligkeiten vor der Sektion bezogen auf die

Gesamtzahl (n) der Mause in der jeweiligen Gruppe.

A375 A375-hS100A4 A375-hRAGE
n=17 n=18 n=18
Kachexie 41% 44% 33%
Parasthesie 6% 44% 0%
auBerlich sichtbare Tumore 12% 22% 11%
keine Auffélligkeiten 18% 11% 28%
tot im Kafig gefunden 29% 17% 28%

3.5.2 Nachweis der Metastasierung nach der Sektion und pathologischen

Evaluierung

Zur weiteren Untersuchung wurde die Metastasierung entweder wahrend der Sektion

makroskopisch oder anhand von Organ- und Ganztierschnitten mit Hilfe der optischen

Bildgebung beurteilt. Dabei wurden Tumore erst ab einer Grolle von etwa 1 mm

erfasst, so dass Mikrometastasen mit den zur Verfligung stehenden Methoden nicht

detektiert wurden.

Tabelle 3-2: Haufigste Auffalligkeiten bei der Sektion

Aufgefiihrt ist der prozentuale Anteil der pathologischen Befunde bezogen auf die Gesamtzahl (n) der

Mause in der jeweiligen Gruppe.

Wirbelsaule

A375 A375-hS100A4 A375-hRAGE

n=11 n=15 n=13
vergroBRerte Ovarien 36% 27% 54%
vergroBerte Lymphknoten 9% 13% 8%
vergroBRerte Nebennieren 18% 20% 23%
Metastasen im Thorax 55% 47% 85%
Metastasen im Bereich der

0% 13% 0%
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Im Rahmen der Sektion wurden zunadchst vor allem vergroRerte Nebennieren,
Lymphknoten und Ovarien beobachtet (Tabelle 3-2). Insbesondere nach Injektion von
A375-hRAGE waren in 54% der Falle die Ovarien auf einer, meist jedoch auf beiden
Seiten, sehr stark vergroert. Vereinzelt waren die Achsellymphknoten vergroRert und
rund ein Funftel der Tiere zeigte eine starke Vergrdéflerung der Nebennieren. Eine
weitere Auffalligkeit war der recht hohe Anteil an Tieren mit Tumoren im Thorax
(Abbildung 3-28). Hauptursache dafur waren vermutlich applikationsbedingte
Artefakte, die zu einer verstarkten Ansiedlung der Zellen im Herzmuskel, Perikard und
generell im Thorax-Bereich fuhrten. Als mdgliche Erklarung der voranschreitenden
Lahmungen bei den Mausen mit injizierten A375-hS100A4-Zellen wurden in 20% der
Tiere Metastasen im Bereich der Wirbelsdule gefunden, die vermutlich infolge der
Raumforderung die Signalweiterleitung im Rickenmark behinderten. Eine
Unterscheidung, ob es sich dabei um Knochenmetastasen ausgehend von den
Wirbelkorpern oder aber ausgehend vom Knorpel- oder Bindegewebe handelt, konnte

nicht vorgenommen werden.

Metastasen

Lunge

grine Fluoreszenz rote Fluoreszenz

Abbildung 3-28: Darstellung der applikationsbedingten Artefakte nach intrakardialer Injektion von
A375-hRAGE-Zellen an Ganztierschnitten

Dargestellt ist die Detektion von Metastasen anhand der Fluoreszenzanregung bei 480 nm ausgehend von
der GFP-Synthese in den transfizierten A375-Zellen anhand von Ganztierschnitten. Zum Ausschluss der
Autofluoreszenz (beispielsweise durch die Nahrung im Magen) wurde zusatzlich die rote Fluoreszenz

ausgehend von einer Anregung bei 550 nm gemessen.

Im Rahmen der optischen Bildgebung wurden in entnommenen Organen bzw. an

Ganztierschnitten weitere Metastasen anhand der GFP-Synthese, die ausschliel3lich in
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den transgenen Zellen vorlag, nachgewiesen. Das Ziel der Orientierungsstudie war vor
allem die Untersuchung der Gehirn-Metastasierung von A375-Melanomzellen. Diese
wurde anhand von Ganztierschnitten in 7% der Falle fur A375-hS100A4-Zellen und
15% der A375-hRAGE-injizierten Tiere eindeutig nachgewiesen (Abbildung 3-29).

A A375-hRAGE A375-hS100A4

Gehirnmetastase

Magen

Ovar Niere

Abbildung 3-29: Identifizierung von Gehirnmetastasen anhand von Fluoreszenzaufnahmen der
Ganztierschnitte von Mausen mit injizierten A375-hS100A4- und A375-hRAGE-Zellen

(A) Dargestellt ist die Detektion von Gehirnmetastasen anhand der griinen Fluoreszenz ausgehend von
den transfizierten A375-Zellen. Der Ursprung des Tumors (rechte Abbildung) befindet sich mdglicherweise
im Gehirn. Denkbar ist jedoch ebenfalls, dass es sich um eine nach innen gerichtete, ossare Metastase
aus der Schadelkalotte handelt. (B) Die Kontrolle auf Autofluoreszenz erfolgte durch die zusatzliche

Fluoreszenzanregung bei 550 nm.
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Zudem wurden in 30% der entnhommenen Gehirne weitere Metastasen detektiert
(Tabelle 3-3), so dass insgesamt 14% der mit A375-hS100A4-Zellen injizierten und

18% der mit A375-hRAGE-Zellen injizierten Mause Gehirntumore aufwiesen.

Tabelle 3-3: Auswertung der optischen Bildgebung der enthommenen Organe

Dargestellt ist die Anzahl der mit Metastasen befallenen Organe in Bezug auf die Gesamtzahl (n)
entsprechend entnommener Organe sowie ein reprasentatives Bild der grinen und roten
Fluoreszenzaufnahme. Der Nachweis der Tumorzellen erfolgte anhand der GFP-Synthese in den
transfizierten Zellen durch Fluoreszenzdetektion im grinen Bereich. Zur Kontrolle hinsichtlich der

Autofluoreszenz wurde zuséatzlich die rote Fluoreszenz der Organschnitte aufgenommen.

A375- A375- GFP-Aufnahmen Autofluoreszenz
hS100A4 hRAGE (nicht maRstabsgerecht)
. 50% 100%
Ovarien
(n=4) (n=4)
30% 25%
Gehirn
(n=6) (n=4)
17% 25%
Lunge
(n=6) (n=4)
50% 0%
Lymphknoten
(n=2) (n=1)
0% 0%
Milz
(n=6) (n=4)
100% 100%
Nebennieren
(n=3) (n=3)
. 0% 0%
Nieren
(n=6) (n=4)
. 100% -
Wirbelsaule
(n=1)
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Daruber hinaus wurden Metastasen an der Wirbelsaule bei weiteren drei Tieren mit
injizierten A375-hS100A4-Zellen nachgewiesen (Abbildung 3-30), so dass dies bei

insgesamt 50% der gelahmten Tiere nachweislich die Ursache der Lahmung war.

Metastasen

Wirbelsaule

grine Fluoreszenz rote Fluoreszenz

Abbildung 3-30: Detektion von Metastasen im Bereich der Wirbelsdule anhand von
Fluoreszenzaufnahmen der Ganztierschnitte von Mausen mit injizierten A375-hS100A4-Zellen
Dargestellt sind die Aufnahme der griinen Fluoreszenz ausgehend von den transfizierten Zellen und die
dazugehorige Aufnahme der roten Fluoreszenz.

Durch optische Bildgebung wurde ebenso bestatigt, dass es sich bei 100% der
auffalligen Ovarien um Metastasen ausgehend von den transfizierten A375-Zellen
handelte (Tabelle 3-3). Vereinzelt kam es auch zur Metastasierung in unter-
schiedlichen Organen im gleichen Tier. So wurden beispielsweise in einer Maus
34 Tage nach der Injektion von A375-hRAGE-Zellen sowohl Gehirnmetastasen als
auch Metastasen in den Ovarien nachgewiesen (Abbildung 3-29). Die entnommenen
Lymphknoten waren ebenfalls mit transgenen A375-Zellen besiedelt (Tabelle 3-3). Die
sichtbare VergroRerung der Nebennieren war bei 100% der entnommenen Organe auf
das Tumorwachstum zurlickzufuhren. Wie bereits bei der Sektion, waren die Nieren

und die Milzen auch in der optischen Bildgebung unauffallig (Tabelle 3-3).
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Zusammenfassend wird deutlich, dass die intrakardiale Injektion in dieser
Orientierungsstudie in uber 90% der Falle zu einem Tumorwachstum in verschiedenen
Organen fihrte. Meist wurde dies von einem paraneoplastischen Syndrom, in Form
einer akuten Kachexie, begleitet. Insbesondere in den mit A375- und A375-hS100A4-
Zellen injizierten Mausen wurden vermehrt osteolytische Tumore beobachtet.
Ausschlieflich bei den Tieren mit A375-hS100A4-Zellen kam es zu Parasthesien, die
auf Metastasen im Bereich der Wirbelsdule oder im Gehirn zurickzufuhren sind. Die
Injektion der A375-hRAGE-Zellen verursachte im Gegensatz zu den anderen Zellen in
nahezu allen Mausen Metastasen in den Ovarien. Trotz der angewandten Methode der
intrakardialen Injektion wurden nur in insgesamt 6 der 38 mit transfizierten Zellen
injizierten Mause Gehirnmetastasen im Rahmen dieser Orientierungsstudie eindeutig

nachgewiesen.
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41 Bedeutung der S100A4-RAGE-Interaktion beim prometastatischen

Verhalten humaner A375-Melanomzellen

4.1.1 Proteinbiosynthese von S100A4 und RAGE

In verschiedenen Studien wurde S100A4 unter Verwendung von Tumor-Xenograft-
Modellen und Experimenten mit genetisch modifizieten Mausen bereits als
entscheidendes Signalprotein bei der Entwicklung metastasierender Tumore, speziell
in fortgeschrittenen Stadien, beschrieben [12, 81, 82]. Jedoch sind die Bedeutung von
S100A4 innerhalb des Metastasierungsprozesses und dessen zugrunde liegender
Mechanismus immer noch weitestgehend ungeklart. Bei anderen Tumorentitaten,
insbesondere bei Brust- und Lungentumoren [83, 84], wurde sowohl die intra- als auch
extrazellulare Lokalisation von S100A4 bestatigt. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
erfolgte neben dem intra- und extrazelluldren Nachweis von S100A4 in A375-Zellen
insbesondere auch die Identifizierung einer autokrinen Regulation von S100A4 und
dessen Rezeptor RAGE. Dies zeigt sich in dem Umstand, dass S100A4-
Uberexprimierende A375-Zellen gleichzeitig héhere Mengen an RAGE (Abbildung 4-1)
und RAGE-Uberexprimierende Zellen erhdéhte Mengen des Liganden S100A4 im
Vergleich zu nativen A375-Zellen synthetisieren (Vgl. Kapitel 3.1).

LIy @ S100A4
T RAGE

aktive
Sekretion
@ -
-
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autokrine
Regulation
-
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Abbildung 4-1: Autokrine Regulation von RAGE durch extrazelluldres S100A4
Aktiv sezerniertes S100A4 fuhrt zur autokrinen Regulation und somit zur vermehrten Synthese von RAGE.

Umgekehrt stimuliert die Uberexpression von RAGE eine erhdhte Proteinsynthese von S100A4.
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Meghnani und Kollegen zeigten in RAGE-Uberexprimierenden murinen Tumoren,
ausgehend von WM115-Melanomzellen, ebenfalls eine vermehrte Proteinmenge des
Liganden S100A4, und zusatzlich auch von S100B, S100A2, S100A6 und S100A10
[70]. AuRerdem wurde bereits zuvor eine gesteigerte, RAGE-abhangige
S100A8/S100A9-Proteinmenge nachgewiesen. Gebhardt et al. schlussfolgerten in
diesem Zusammenhang, dass die durch die RAGE-Aktivierung geschaffene
inflammatorische Mikroumgebung eine essentielle Voraussetzung fir die Tumor-
Entwicklung ist [85]. In einer Studie mit epithelialen Ovarialkarzinom-Zellen wurde
S100A4 ebenfalls als autokriner oder parakriner Regulator beschrieben [86]. Logsdon
et al. berichteten, dass RAGE und seine Liganden autokrin oder parakrin miteinander
wechselwirken und dadurch die Proliferation, Invasion und Metastasierung von
Lungen-, Brust-, Prostata-, Pankreas- und Darm-Tumorzellen stimulieren [87]. Diese
Regulationsmechanismen von Rezeptor und Ligand sind zudem charakteristisch fur
Multiligand- oder Pattern-recognition-Rezeptoren, zu denen auch RAGE gehdrt. Bei
physiologisch unveranderten Normalstoffwechsel-Prozessen wird RAGE meist nur in
sehr geringen Mengen exprimiert, wohingegen Zusténde erhdhter zellularer Aktivitat
und Stress die RAGE-Syntheserate deutlich verstarken. Durch diesen positiven
Jfeedback“-Mechanismus kann die wechselwirkende Steigerung von RAGE und
dessen S100-Liganden verschiedene Signalkaskaden bei unterschiedlichen

pathophysiologischen Zustanden dauerhaft aktivieren [33].

4.1.2 Einfluss von S100A4 und sRAGE auf das Proliferationsverhalten und die
Vitalitat

Eigene Untersuchungen zum Einfluss von rekombinanten S100A4 und sRAGE auf die
Proliferation der A375-Melanomzellen zeigten, dass durch eine erhohte S100A4-
Konzentration im Zellkulturmedium die A375- und A375-hRAGE-Zellen 24 h nach der
Zugabe signifikant starker proliferierten (Vgl. Kapitel 3.2). Ahnlich zu diesem Ergebnis
wurde auch in S100A4-Gberexprimierenden Lungentumor-Zellen eine erhohte
Proliferation nachgewiesen [83]. In der vorliegenden Arbeit war nach 48 h die
Proliferation der behandelten Zellen nicht weiter erhéht, vermutlich vor allem aufgrund
des enzymatischen Abbaus der rekombinanten Proteine. Ebenso proliferierten A375-
hS100A4-Zellen nach der 48-stindigen Inkubation mit SRAGE starker. Moglicherweise
erfolgte durch die Bindung von sRAGE an S100A4 im Zellkulturiberstand eine

Aktivierung der Zellen in Form einer vermehrten Proliferation, um verstarkt S100A4 zu
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synthetisieren und damit die Menge an gebundenem S100A4 zu kompensieren. Bei
nativen A375-Zellen zeigte sich ein unerwartetes Verhalten. Hier war die Proliferation
24 h und 48 h nach der Zugabe von sRAGE im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
signifikant erhoht, wobei der zugrundeliegende Mechanismus unklar ist.
Erwartungsgemal hatte sRAGE zu einer Hemmung der Proliferation flhren sollen.
Entsprechend bewirkte eine Verringerung der Expression und Proteinsynthese von
S100A4 durch Transfektion mit siRNA sowohl in Darmkrebs-Zellen [88] als auch in
Pankreastumor-Zellen [89] eine Verringerung der Zell-Proliferation. Mdglicherweise
fuhrte die Inkubation mit SRAGE neben der Bildung von S100A4/sRAGE-Komplexen
auch zur Formierung anderer Ligand/sRAGE-Komplexe, die wiederrum einen Einfluss
auf die Aktivierung von nachgeschalteten Signalkaskaden hatten.

In der vorliegenden Arbeit war die Vitalitat der nativen und transgenen Melanomzellen
nach Zugabe von S100A4 bzw. sRAGE nicht verandert (Vgl. Kapitel 3.2). In einer
Studie mit Ovarialkarzinom-Zellen wurde ebenso keine Veranderung der Zahl vitaler
Zellen 48 h nach der Zugabe von S100A4 in vergleichbaren Konzentrationen gezeigt
[86].

4.1.3 Bedeutung der S100A4-RAGE-Interaktion bei Zellmotilitat, Migration und

Invasion

Ebenso wie die Synthese von S100-Proteinen ist auch deren Interaktion mit RAGE
Zell- und Gewebe-spezifisch und haufig bestimmt durch das S100-Protein, welches in
der speziellen Tumorentitat vorzugsweise synthetisiert wird [28, 66]. In diesem
Zusammenhang wurde gezeigt, dass S100A7 die Migration und Invasion sowohl in
Osteosarkom- als auch in Plattenepithelkarzinom-Zellen durch die Interaktion mit
RAGE fordert [90, 91]. Obwohl andere Studien auch RAGE-unabhangige Signalwege
beschrieben [92], wird dadurch die Bedeutung der S100-RAGE-Interaktion weiter
gefestigt.

Um die eigene Arbeitshypothese zu stlitzen, dass speziell extrazellulares S100A4
durch die Interaktion mit RAGE zu einer Stimulierung der prometastatischen
Eigenschaften der A375-Melanomzellen fihrt, wurden verschiedene experimentelle
Ansatze gewahlt. Zum einen fuhrte die Inkubation mit BFA zu einer Hemmung der
S100A4-Sekretion, wodurch die Konzentration von extrazellularem Protein verringert
wurde. Zum anderen verringerte die Transfektion mit S100A4-spezifischer siRNA

deutlich die intra- und extrazellulare S100A4-Konzentration. Ebenso senkte die Zugabe



4 DISKUSSION 70

von sRAGE die Menge an frei verfugbarem S100A4 im Zellkulturiberstand. Die
Inkubation mit dem blockierenden RAGE-Antikérper inhibierte speziell die Bindung von
S100A4 an RAGE. Demgegeniber wurde durch die Zugabe von rekombinantem
S100A4 die Konzentration im Zellkulturmedium um ein Vielfaches des urspringlich
sezernierten S100A4 erhdht. Alle Versuchsansatze (Vgl. Kapitel 3.3) zeigten, dass die
Erhéhung der extrazellularen S100A4-Konzentration zu einer signifikanten Verstarkung
des prometastatischen Verhaltens fuhrte (Abbildung 4-2). So wurden sowohl die
Zellmotilitdat als auch die Migrations- und Invasionsfahigkeit der nativen und
transfizierten A375-Zellen deutlich erhéht. Demgegentiber flihrte eine Verringerung der
S100A4-Konzentration zu einer zum grofRen Teil statistisch signifikanten Minderung der
Zellmotilitdt, Migration und Invasion. Nur bei Inkubation der nativen A375-Zellen mit
sRAGE kam es nicht zu der erwarteten Verringerung des Invasionsverhaltens.
Eventuell spielt in diesem speziellen Fall die Interaktion von S100A4 mit anderen
Bindungspartnern und Oberflachenrezeptoren, die spater naher erldutert werden, eine
Rolle.

Primartumor
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s 1 :
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Abbildung 4-2: Zusammenfassung der Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen
Experimentell wurde nachgewiesen, dass S100A4 sowohl die Motilitat, Migrations- und Invasionsfahigkeit

der A375-Melanomzellen als auch deren transmigratorisches Verhalten stimuliert.
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Die beobachteten Effekte nach der Transfektion mit siRNA waren zum Teil sehr gering.
Wie bereits erwahnt, fihrt das Verhindern der S100A4-Genexpression sowohl zu einer
Verringerung der extrazellularen Konzentration als auch des intrazellularen S100A4-
Gehaltes. Dadurch kommt es innerhalb der Zelle zu kompensierenden Mechanismen,
die wiederum Einfluss auf verschiedene Zell-Prozesse haben. Die verringerte
Proteinmenge von S100A4 fuhrt aufgrund der Vielzahl seiner Bindungspartner zu
veranderten Prozessen, so dass davon ausgegangen wird, dass alternative
Signalwege in der Zelle aktiviert werden. Chen und Kollegen berichteten in diesem
Zusammenhang, dass auch bei Lungenkarzinom-Zellen eine Minderung der S100A4-
Expression in S100A4-Uberexprimierenden Zellen keine Verringerung der Motilitat
herbeifihrte [83]. In diesem Zusammenhang muss auch erwahnt werden, dass der
Einsatz des RAGE-blockierenden Antikorpers nicht spezifisch die S100A4-RAGE-
Interaktion hemmt, sondern auch die Bindung anderer Liganden an RAGE inhibiert.
Speziell RAGE als Multiligand-Rezeptor steht dadurch flir eine Vielzahl anderer
Liganden nicht mehr zur Verfligung und verandert auch andere, in dieser Arbeit nicht
beachtete Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen sowie nachgeschaltete Signal-
kaskaden. Daraus ergibt sich eine mdgliche Erklarung fir die geringere Effektstarke
auf das prometastatische Verhalten der A375-hRAGE-Zellen nach Inkubation mit dem
RAGE-blockierenden Antikorper.

Einfluss der regulierten S100A4-Expression und S100A4-RAGE-Interaktion bei
verschiedenen Tumorentitéten

Nichtsdestotrotz zeigten insbesondere die Experimente mit rekombinantem sRAGE
oder S100A4 und den transgenen Zellen deutlich, dass die S100A4-RAGE-Interaktion
bei der Ausbildung des prometastatischen Phanotyps bei S100A4-sezernierenden
A375-Zellen entscheidend beteiligt ist. In Zervixkarzinom-stdmmigen HelLa-Zellen [93]
und epithelialen Ovarialkarzinom-Zellen [86] fuhrte die Inkubation mit rekombinantem
S100A4 ebenso zu einer Stimulierung der Migration und Invasion. Bei transfizierten
Brustkrebs-Zellen [84] mit unterschiedlicher S100A4-Expression wurde ein linearer
Zusammenhang zwischen der S100A4-Syntheserate und der Zellmotilitat
nachgewiesen. Ebenso flihrte bei Lungenkrebs-Zellen, die endogen nur geringe
Mengen S100A4 exprimierten, eine erhdhte S100A4-Syntheserate zu einer
signifikanten Steigerung der Zellmatilitat [83]. Eine gesteigerte Motilitat wird haufig mit
einer Veranderung der Zellform, speziell der Reorganisation des Aktin- und
Myosinzytoskeletts, in Verbindung gebracht [86, 94]. In verschiedenen Studien wurde
bereits die Interaktion von S100A4 mit strukturgebenden Proteinen nachgewiesen.

Auch fihrt die Interaktion mit anderen intrazellularen Proteinen wie dem nicht-
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muskularem Tropomyosin, dem Liprin 1 und dem F-Aktin zur Steigerung der Motilitat
[95-98]. Die Transfektion mit siRNA und die daraus resultierende Verringerung der
S100A4-Genexpression und -syntheserate fuhrte sowohl bei Pankreastumor-Zellen
[99], als auch bei Darmkrebs-Zellen [88] zu einer Verminderung der Migrations- und
Invasionsfahigkeit der Zellen. Gleichzeitig mit der Verringerung von S100A4 wurde
auch eine verminderte Expression von anderen Genen, darunter die extrazellularen
Matrixproteine MMP-2, MMP-9 und MMP-10, sowie eine verstarkte Expression des
Adhasionsmolekills E-Cadherin nachgewiesen [88, 99]. Umgekehrt betrachtet ergibt
sich davon ausgehend bei erhdhter S100A4-Syntheserate ein verstarkter Abbau der
extrazelluldaren Matrix verbunden mit einer geringeren Adhasion der Zellen, wodurch
wiederum die Migration und Invasion der Tumorzellen beglinstigt wird. Ebenso wurden
weitere regulatorische Proteine identifiziert, die direkt oder unter Beteiligung anderer
Signalmolekule die S100A4-Synthese stimulierten und somit die Beweglichkeit und das
invasive Verhalten von Tumorzellen beeinflussten. Darunter befanden sich unter
anderem das Relaxin [100], der Tumorwachstumsfaktor 31 [43], das B-Catenin [101]
und das Integrin a6B4 [102, 103]. Bei Darmkrebs-Zellen wurde kirzlich eine
Stimulierung der Migration infolge der S100A4-RAGE-Interaktion nachgewiesen [104].
RAGE-Uberexprimierende Zellen wurden dabei, vergleichbar mit der vorliegenden
Arbeit, mit rekombinantem S100A4 inkubiert und zeigten infolgedessen eine erhdhte
Migrationsrate. Dies war durch den Einsatz von RAGE-Antagonisten, wie z.B. sRAGE,
umkehrbar. DarUber hinaus aktivierte die direkte Interaktion zwischen S100A4 und
RAGE die MAPK/ERK-Signalkaskade. Entsprechende Ergebnisse wurden auch in
Versuchen mit Prostatakarzinom-Zellen veroffentlicht, die eine S100A4/RAGE-
vermittelte NF-kB-Aktivierung zeigten [105]. Nicht zuletzt wurde bereits in der eigenen
Arbeitsgruppe, wie einleitend beschrieben, eine RAGE-vermittelte NF-kB-Aktivierung
bei Melanomzellen nachgewiesen [74]. Untersuchungen mit Schilddriisenkarzinom-
Zellen belegten ebenfalls eine S100A4/RAGE-vermittelte  Stimulierung der
Zellmigration [106].

RAGE-unabhéngige Regulation der prometastatischen Aktivitat

Demgegentber stehen Studien, die eine S100A4-stimulierte Erhéhung der Migration
und Invasion berichten, die jedoch RAGE-unabhangig ist [94, 107]. Insbesondere die
NF-kB-Aktivierung durch S100A4 wird zum Teil in der Literatur auch als RAGE-
unabhangig beschrieben [108, 109]. Dabei stehen vor allem andere Multiligand-
Rezeptoren wie Toll-like-Rezeptoren, und Scavenger-Rezeptoren im Fokus [53, 92].
Beispielsweise wurde kurzlich eine TLR4-abhangige Migration von humanen

Melanomzellen berichtet [110]. Des Weiteren wird der EGFR als alternativer Rezeptor
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genannt. Durch die Bindung von S100A4 an EGFR-Liganden wird der EGFR und
nachgeschaltete Signalwege aktiviert [28]. Da das Melanom im Gegensatz zu anderen
untersuchten Tumoren einen nicht-epithelialen Tumor darstellt, ist die Funktionalitat
des EGFR meist eingeschrankt [111]. Zudem wurde EGFR nur in undifferenzierten

Melanomzellen nachgewiesen [112].

4.2 In-vitro-Untersuchungen zur Metastasierung der A375-Zellen am Bilut-

Hirn-Schranken-Modell

Ein wichtiger Schritt hin zur Bildung einer Metastase in anderen Organen oder
Geweben ist die Uberwindung der jeweiligen Blut-Gewebe-Schranke. Eine solche unter
normalen Umstanden Zell-undurchlassige Barriere ist vor allem durch die Ausbildung
von Zonulae occludens, den dichten Zell-Zell-Verknlipfungen, zwischen den Endothel-
zellen charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurde speziell die Bedeutung von
S100A4 beim transmigratorischen Verhalten der Melanomzellen durch die Blut-Hirn-

Schranke untersucht.

RAGE-vermittelte Aktivierung der Endothelzellen

Ausgehend von der prometastatischen Aktivierung der Melanomzellen durch die
S100A4-RAGE-Interaktion bestand die Arbeitshypothese darin, dass es ebenso bei
den Endothelzellen zu einer S100A4-vermittelten Stimulierung tUber RAGE kommt.
Daher wurde zunachst die Regulation von RAGE durch rekombinantes S100A4
untersucht. Die Expression und Proteinsynthese von RAGE wurden bereits flr
verschiedene Zell- und Gewebearten beschrieben [113]. Neben mononuklearen
Blutzellen, glatten Muskelzellen und Makrophagen wurde RAGE unter anderem
ebenfalls bei humanen Aorten-Endothelzellen nachgewiesen [72]. Urich und Kollegen
zeigten in friheren Arbeiten eine geringe endogene RAGE-Syntheserate in den
hCMEC/D3-Zellen [114]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bereits nach 24 h
nachgewiesen, dass die Inkubation mit S100A4 zu einer parakrinen Regulation von
RAGE bei den hCMEC/D3-Zellen flihrte (Vgl. Kapitel 3.4.2). Dieser Effekt war mit dem
der RAGE-Menge bei A375-hS100A4-Zellen vergleichbar. Dadurch wurde die
Anfangshypothese einer S100A4/RAGE-vermittelten Aktivierung der Endothelzellen
bestatigt. Entsprechend wurde bei humanen umbilikalen vendsen Endothelzellen
(HUVEC) nach Zugabe des HMGB1-Proteins, eines alternativen RAGE-Liganden,

ebenfalls eine gesteigerte RAGE-Syntheserate nachgewiesen [115]. Weiterfihrend
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zeigte dieselbe Arbeitsgruppe, dass die Zugabe von HMGB1 zu einer Erhdéhung der
Zellpermeabilitat fuhrte, die durch die Blockade von RAGE wieder verringert wurde. Die
eigenen Untersuchungen mit den Zellkulturiberstanden der A375-Zellen sowie der
Kokultur wiesen jedoch nur eine marginale Veranderung der RAGE-Proteinmenge von
unbehandelten und S100A4-stimulierten hCMEC/D3-Zellen auf, so dass eine weitere
Aktivierung oder ein  proinflammatorischer Zustand der  Endothelzellen
unwahrscheinlich war. Zu beachten ist dabei jedoch ebenso, dass die Konzentrationen,
in denen rekombinantes S100A4 eingesetzt wurde im Vergleich zu den S100A4-
Konzentrationen, die von den Melanomzellen sezerniert werden, um ein Vielfaches
hoher waren. Somit war die Effektstarke des S100A4 auf die RAGE-Syntheserate in

diesen experimentellen Ansatzen erwartungsgemald geringer.

Einfluss von S100A4 auf die Zell-Integritéat der Endothelzellen

In weiteren eigenen Experimenten stand der Einfluss von rekombinantem sowie Zell-
basiertem S100A4 auf die Permeabilitat der zerebralen Endothelzellen im Vordergrund.
Anhand der TEER-Messungen und der Analyse der Proteinmengen von Tight- und
Adherens-Junction-Proteinen wurde die Zell-Integritdt der hCMEC/D3-Zellen unter
verschiedenen Inkubations- und Kokultivierungsbedingungen untersucht (Vgl.
Kapitel 3.4.3 bis 3.4.5). Dabei wurde nachgewiesen, dass S100A4-Konzentrationen im
molaren Uberschuss sowie die Kokultur von Melanom- und Endothelzellen zu
signifikant verringerten Widerstandswerten und somit zu einer erhoéhten Zell-
Permeabilitat fihrten. Von Nishioku und Kollegen wurde ebenso eine Verringerung des
TEER-Wertes nach Zugabe von S100A4 in murinen Gehirn-Endothelzellen gemessen
[116]. In der vorliegenden Arbeit war der Einfluss der Zellkulturiiberstande der A375-
Zellen im Vergleich zur Kokultur deutlich geringer ausgepragt. Eventuell lag diesem
Effekt die Abnahme der S100A4-Konzentration Uber den Untersuchungszeitraum
hinweg, beispielsweise durch enzymatische Abbauprozesse, zugrunde. Daher sollte in
weiteren Versuchen die S100A4-Konzentration Uber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum hinweg gemessen werden, um anhand dessen Rickschlisse auf zellulare
Veranderungen ziehen zu koénnen. Im Gegensatz zur Inkubation mit
Zellkulturiberstanden lagen in der Kokultur aufgrund der stetigen Synthese von
S100A4 durch die Melanomzellen annahernd gleichbleibende S100A4-
Konzentrationen vor. Die verringerten Proteinmengen von Occludin und VE-Cadherin
deuteten auf eine gestorte Endothelzell-Funktion bei gleichzeitigem Verlust der Zell-
Integritdt hin. Bemerkenswerterweise fihrte die Inkubation mit S100A4 zu einer
verringerten Occludin-Menge, wohingegen die Zugabe von Zellkulturiberstanden die

Proteinmenge von VE-Cadherin minderte. Ursache dafir sind vermutlich die von A375-
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Zellen sezemierten MMPs, die in der Lage sind, membranstandige Proteine, wie das
VE-Cadherin, zu spalten. Bei der Inkubation mit S100A4 ist vermutlich die
Verringerung der Kalzium-Konzentration im Medium ausschlaggebend. An Ratten-
Gehirn-Endothelzellen und hCMEC/D3-Zellen zeigten Wilhelm und Kollegen, dass
geringere Kalzium-Konzentrationen mit der Entstehung von interendothelialen Licken
einhergehen [117]. In einer Alzheimer-Studie wurde ebenso eine erhdhte Permeabilitat
der hCMEC/D3-Zellen bei gleichzeitiger Verringerung der Occludin-Expression
nachgewiesen [118]. Dabei blieb die Claudin-5-Syntheserate jedoch unverandert.
Vielmehr kam es trotz der Inhibierung der Claudin-5-Synthese zur Ausbildung des
konfluenten Endothelzellrasens. Eine verringerte Proteinmenge von Occludin nach
Zugabe von S100A4 wurde auch in der bereits erwahnten Studie an Maus-
Endothelzellen nachgewiesen [116]. An HUVEC-Zellen wurde die VE-Cadherin-Menge
nach Zugabe des HMGB1-Proteins durch Immunfluoreszenz-Farbung und Western-
Blot-Analyse untersucht. Dabei waren mikroskopisch eindeutig Licken im Zellrasen zu
erkennen, obwohl die Analyse der Gesamtproteinmenge von VE-Cadherin keine
Veranderungen zeigte. Daher wurde geschlussfolgert, dass es nicht zum vollstandigen
Abbau der Junction-Proteine, sondern vor allem zu einer Umlagerung von VE-Cadherin
innerhalb der Zellverknipfungen kam [115]. Dies stellt eine Erklarung fiir die eher
geringen Veranderungen der Proteinmengen von Occludin, Claudin-5 und VE-
Cadherin in der vorliegenden Arbeit dar. In einer anderen Studie mit hCMEC/D3-Zellen
wurde ebenfalls nachgewiesen, dass trotz des Ausschaltens des Claudin-5-Gens ein
konfluenter Zellmonolayer gebildet wurde [119]. Auch in diesem Zusammenhang
wurde eine Reorganisation des Junction-Komplexes vermutet. An dieser Stelle soll
auch darauf hingewiesen werden, dass trotz der standardisierten Probenvorbereitung
und -auftragung sich aus den Western-Blot-Analysen und der hier angewandten
densitometrischen Auswertung der Protein-banden nur semi-quantitative Aussagen
ableiten lassen. Speziell bei Proteinen, die nur in sehr geringen Mengen synthetisiert
werden, entsteht dabei jedoch eine zum Teil erhebliche Diskrepanz zwischen
einzelnen Experimenten verbunden mit hohen statistischen Abweichungen (Vgl.
Abbildung 3-24-B). Nicht zu vernachlassigen ist zudem die Ungenauigkeit der Zell-
basierten Experimente. Aufgrund der methodischen Komplexitat der Arbeit mit
lebenden Zellen, verbunden mit Unterschieden in Zellzahl und Zellvitalitat, zusammen
mit Veranderungen der eingesetzten Volumina durch Verdunstung oder
Konzentrationsverringerungen durch enzymatische Abbauprozesse, kommt es zu
gréReren Abweichungen zwischen einzelnen Experimenten. Bezugnehmend auf das in
Abbildung 3-24 dargestellte Experiment kam es infolge der Kokultur, der Zugabe der

rekombinanten Proteine, der magnetischen Separation und der anschlieRenden
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Protein-Isolierung und Western-Blot-Analyse zu einer Fehlerfortpflanzung, die im Zuge
der densitometrischen Auswertung keine statistisch auswertbaren Daten lieferte. An
dieser Stelle bedarf es einer Optimierung der einzelnen Ablaufe, um die
Ungenauigkeiten in moéglichen weiterfihrenden Experimenten zu minimieren.

In der Studie von Fazakas und Kollegen war vor allem eine Melanomzell-induzierte
Apoptose der Endothelzellen die Ursache flr die erhdhte Permeabilitat [120]. Um dies
auch in dem hier verwendeten Zellmodell zu untersuchen, wurde zusatzlich die
Proteinmenge von Caspase-3 analysiert. Diese war jedoch weder nach der Zugabe
von S100A4 noch nach der Inkubation mit den Zellkulturiberstadnden oder der Kokultur
verandert. Aufgrund der unbeeinflussten Caspase-3-Menge wurde auch eine

beginnende Apoptose ausgeschlossen.

RAGE-abhédngige bzw. RAGE-unabhéngige Regulation der Zell-Integritdt der
Endothelzellen

Hsieh und Kollegen beschrieben ebenfalls RAGE-abhangige, S100A4-induzierte,
zellulare Veranderungen in HUVEC [121]. Zudem stimulierte ebenfalls S100A13 die
NF-kB-Aktivierung durch RAGE, die wiederum durch die Inkubation mit sRAGE
inhibiert wurde [122]. Ein weiteres Experiment mit HUVEC und rekombinantem
S100A4 zeigte durch den Einsatz eines RAGE-Antikérpers und anderer Peptide zur
Blockierung der Ligand-Bindung, dass S100A4 seine zellulare Aktivitat durch die
Interaktion mit RAGE vermittelt [123]. Nichtsdestotrotz ist auch ein RAGE-
unabhangiger Mechanismus denkbar. So wurde beispielsweise in zerebralen
Endothelzellen bereits die Expression von Toll-like-Rezeptoren nachgewiesen [124].
Dabei flhrte eine Aktivierung von TLR2/6 zu einer erhéhten Permeabilitdt, die
gleichzeitig mit einer verringerten Occludin- und Claudin-5-Syntheserate einherging.
Andererseits wurde eine Rho-Kinasen-abhangige Entstehung von interendothelialen
Licken durch die Bindung von extrazellularem Kalzium bei hCMEC/D3-Zellen
beschrieben [117]. Da auch S100A4 Kalzium binden kann, ware an dieser Stelle ein
Zusammenhang zwischen S100-Proteinen und der Dissoziation der Endothelzellen
denkbar. Weitere Untersuchungen zeigten ebenfalls, dass geringere Kalzium-
Konzentrationen zur Verringerung der Tight Junctions fuhrten, wobei wiederrum die
Beteiligung von RAGE insbesondere bei Alzheimer-Erkrankungen beschrieben wurde
[125].
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Einfluss der S100A4-RAGE-Interaktion auf die Transmigration der A375-Zellen

Als letzter Punkt der In-vitro-Untersuchungen wurde in dieser Arbeit das
transmigratorische Verhalten der nativen und transfizierten A375-Melanomzellen am
BHS-Modell untersucht. Dabei kamen, wie bereits zuvor, auch rekombinantes S100A4
und sRAGE zum Einsatz. In diesem Experiment wurde deutlich gezeigt, dass die
transfizierten Zellen signifikant starker durch den Endothelzellrasen hindurch migrierten
als die nativen A375-Melanomzellen (Vgl. Kapitel 3.4.6). Die Zugabe der
rekombinanten Proteine filhrte speziell bei den transfizierten A375-Zellen zu einer
signifikanten Verringerung (mit sSRAGE) bzw. zu einer signifikanten Erhéhung (mit
S100A4) der Transmigrationsrate (Abbildung 4-2). Somit beeinflusst die S100A4-
RAGE-Interaktion  entscheidend die transmigratorischen  Fahigkeiten  der
Melanomzellen. Verschiedene In-vitro-Studien haben bereits eine parazellulare
Transmigration der Melanomzellen durch die Blut-Hirn-Schranke beschrieben [120,
126]. Des Weiteren wurde in einer Studie mit A2058-Melanomzellen ebenfalls eine
Zerstorung des Endothelzellrasens und eine anschlieRende transendotheliale Migration
der Melanomzellen berichtet [120]. In diesem Fall wurden sezernierte Serin-Proteasen
als matrixabbauende Komponenten identifiziert, die die Extravasation der
Melanomzellen beglinstigten. An Pankreaskarzinom-Zellen wurde nachgewiesen, dass
auch ein anderes S100-Protein, das S100P, die transendotheliale Migration signifikant

erhoht und somit einen Einfluss auf die endotheliale Integritat hat [127].

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, dass S100A4 zu
einer endothelialen  Dysfunktion und einer Fenestrierung des dichten
Endothelzellrasens flhrte. Zudem aktivierte es einmal mehr das invasive Verhalten der
A375-Melanomzellen in Form einer erhéhten Transmigrationsrate, in dem es die
Umstrukturierung der Junction-Proteine stimulierte und somit die starren

Verknipfungen der Endothelzellen schwachte.

4.3 In-vivo-Untersuchungen zur Metastasierung der A375-Zellen in

NMRI-nu/nu-Mausen

Die Metastasierung des Melanoms ins zentrale Nervensystem stellt immer noch die
grote Barriere einer erfolgreichen Behandlung dar. Bisher erforschte Therapieansatze
besitzen nur eine limitierte Wirksamkeit, da beispielsweise einige verabreichte

Chemotherapeutika nicht in der Lage sind, die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen. Die
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Behandlung mit BRAF-Inhibitoren wie Dabrafenib und Vemurafenib hingegen konnte in
klinischen Studien bereits erste Erfolge aufzeigen. In neun von zehn Patienten mit
unbehandelten Gehirnmetastasen wurde eine Verkleinerung der Lasion erzielt [13].
Allerdings ist der Einsatz dieser Inhibitoren aufgrund der erworbenen Resistenz
wahrend der Behandlung limitiert. Die Immuntherapie mit Ipilimumab konnte ebenso
erste vielversprechende Ergebnisse in der Behandlung von Patienten mit
Gehirnmetastasen liefern, jedoch sind noch weitere Phase IlI-Studien nétig, um eine
dauerhafte Verbesserung der Therapie zu erreichen [13].

Nur im Tiermodell kdnnen sowohl die Eigenschaften eines proliferierenden Tumors als
auch die Prozesse an der intakten Blut-Hirn-Schranke erforscht werden. In dieser
Arbeit wurde dazu die intrakardiale Injektion von Melanomzellen als Modell gewahlt,
um somit speziell die Auswirkungen der Injektion von S100A4- bzw. RAGE-
Uberexprimierenden Zellen in der Maus zu untersuchen. Primares Ziel dieser
Orientierungsstudie war es, eine disseminierte Metastasierung, mit besonderem
Augenmerk auf das Gehirn, durch die intrakardiale Injektion der A375-Melanomzellen

zu beschreiben.

Einfluss der S100A4- und RAGE-Uberexpression auf die Metastasierung

Dabei wurde gezeigt, dass intrakardial injizierte S100A4- und RAGE-
Uberexprimierende Zellen zu kiirzeren Uberlebenszeiten und einer héheren Tumorlast
im Vergleich zur Injektion von nativen A375-Zellen fiihrten (Vgl. Kapitel 3.5.1). In einem
Xenograft-Modell mit Prostatakarzinom-Zellen wuchsen ebenfalls die S100A4-positiven
Tumore schneller als die S100A4-negativen [105]. Frihere Experimente der eigenen
Arbeitsgruppe zeigten bereits, dass hohere extrazellulare S100A4-Konzentrationen
vermehrt zum Auftreten von Lungenmetastasen nach der intravendsen Injektion von
B16-Mausmelanomzellen fiihrten, wobei diese auch mit kiirzeren Uberlebenszeiten
verbunden waren [73]. Neben zahlreichen Metastasen in den Ovarien, Nebennieren,
Lymphknoten, Knochen und der Lunge wurde auch die Entstehung von Gehirn-
metastasen in diesem orientierenden Experiment beobachtet (Vgl. Kapitel 3.5.2). In
einem anderen Experiment zeigten Zellen aus Gehirnmetastasen langsamere
Wachstumsraten und ein geringeres metastatisches Potential als solche aus viszeralen
Metastasen [128]. Dies deutet daraufhin, dass Gehirnmetastasen aus einer speziellen
Zell-Subpopulation des Primartumors abstammen, die zum einen in der Lage sind, die
Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden und zum anderen durch die Interaktion mit der
Mikroumgebung Metastasen zu bilden. Vorliegende Experimente weisen darauf hin,
dass der Untersuchungszeitraum in diesem orientierenden Experiment zu kurz war, um

die Entstehung von Gehirnmetastasen in allen Tieren zu beobachten. Aufgrund der
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hohen Tumorlast in anderen Organen sind die Tiere zum Teil frihzeitig verstorben,
bevor es zur Gehirn-Metastasierung kam bzw. die Metastasen eine zur Diagnose
ausreichende Grof3e erreicht hatten.

In den vorangegangenen Untersuchungen von Susann Wolf wurde nach subkutaner
Injektion ausschlielich ein Tumorwachstum im Oberschenkel beobachtet [74], wobei
die Tumore ausgehend von A375-hS100A4-Zellen gréRer waren als die der nativen
Zellen. Die Uberexpression von S100A4 fiihrte auch bei der Injektion transfizierter
Pankreaskarzinom-Zellen in athymische Nacktmduse zu einem gesteigerten
Tumorwachstum [123]. Im Umkehrschluss wurde bestatigt, dass die stabile Inhibierung
der S100A4-Synthese durch Transfektion mit shRNA zu einer Verringerung der
Tumorentwicklung flhrte. In einem weiteren Mausmodell wurde gezeigt, dass die
Expression und Sekretion von S100A4 durch Stromazellen entscheidend fir die
Stimulation der Tumorentwicklung und der Metastasierung ist [129]. Nach der Injektion
von stark-metastasierenden Brusttumor-Zellen, die ebenfalls S100A4 exprimieren, kam
es in S100A4-defizienten Mausen zu keiner Metastasierung, wodurch die Vermutung
nahe liegt, dass das von Tumorzellen sezernierte S100A4 allein nicht ausreicht, um die
Tumorentwicklung entscheidend zu férdern.

In dieser Arbeit war neben der Gehirn-Metastasierung weiterhin auffallend, dass
Metastasen im Bereich der Wirbelsdule und daraus resultierende Lahmungs-
erscheinungen ausschlieBlich nach der Injektion von A375-hS100A4-Zellen und
Metastasen in den Ovarien lediglich nach der Injektion der RAGE-liberexprimierenden
A375-Zellen auftraten. Andere murine Melanomzellen, die B16-Zellen, zeigten
ebenfalls eine Metastasierung in den Nebennieren, Ovarien, Knochen, dem Pankreas
und der Lunge [130]. Nach der intrakardialen Injektion von YDFR.CB3-Zellen, die aus
einer humanen Melanom-stdmmigen Gehirnmetastase isoliert wurden, wuchsen
wiederum Gehirnmetastasen in Balb/c-Mausen [131]. In zwei weiteren Studien mit
Balb/c-nu/nu-Mausen wurden ebenfalls A375-Zellen intrakardial injiziert [132, 133].
Ahnlich zu dem hier beschriebenen Experiment magerten die Tiere nach vier bis finf
Wochen stark ab und zeigten eine Hyperkalzamie, vermutlich verursacht durch den
Kalziumabbau in den mit Metastasen befallenen Knochen. Des Weiteren bewirkten die
Tumorzellen eine Freisetzung von Zytokinen, wie z.B. des Tumornekrosefaktors alpha
(TNFa) und des Interleukins-1, und die Stimulierung von Osteoklasten, wodurch
wiederum die Hyperkalzamie verstarkt wurde [133]. Da die S100-Proteine auch an der
Kalzium-Homdostase beteiligt sind, ist eine Verbindung zwischen der Synthese von
S100-Proteinen und Veranderungen der Kalzium-Konzentration im Blut denkbar. A375-
Zellen produzieren zudem den Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierenden

Faktor, der wiederum die Ausschuttung des TNFa fordert und dadurch die Ausbildung
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des paraneoplastischen Syndroms, verbunden mit einer Hyperkalzamie, Kachexie und
Leukozytose, beglnstigt [134]. Auch wurde bereits bestatigt, dass S100A4 zu einer
Dysfunktion des Knochenmetabolismus fuhren kann, der mit einem UbermaRigen
Knochenumsatz wahrend verschiedener pathophysiologischer Zustédnde wie
Inflammation oder rheumatoider Arthritis verbunden ist [135]. Ausgehend von der
immunologischen Komponente des malignen Melanoms kann es moglicherweise dabei
auch einen Zusammenhang zwischen der erhdhten S100A4-Syntheserate und der
Entstehung von Knochenmetastasen in dieser Arbeit geben.

Verschiedene Studien zeigen die Beteiligung unterschiedlicher Signalwege bei der
Tumor-Endothelzell-Interaktion an der Blut-Hirn-Schranke. So spielt beispielsweise der
Rho/Rac-Signalweg bei der Remodellierung des Zytoskeletts zur transendothelialen
Migration eine entscheidende Rolle [17]. Die Signalweiterleitung durch Vertreter der
Src-Familie ist ebenfalls an der Regulierung der interendothelialen Verbindung und der
Zell-Permeabilitat beteiligt [136]. Darlber hinaus zeigten Gehirnmetastasen in
Melanom-Patienten erhéhte Akt- und verringerte PTEN-Phosphorylierungsraten im
Vergleich zu Lungen- oder Lebermetastasen [137]. Andere Signalwege beispielsweise
Uber den transformierenden Wachstumsfaktor B2, den Fibroblasten-Wachstums-
faktor 2, den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor, den humanen epidermalen
Wachstumsfaktor 2 oder MMP-2 sind ebenfalls an der Entwicklung von
Gehirnmetastasen und der transendothelialen Migration beteiligt [17] und besitzen zum
Teil auch eine Verbindung zum S100A4. In Wildtyp- und S100A4-defizienten Mausen
fuhrte der von Tumorzellen sezernierte CC-Chemokin-Ligand-5 zu einer S100A4-

Freisetzung ins Blut, was wiederum eine héhere Metastasenlast verursachte [138].

Kritische Betrachtung des Tiermodells

An dieser Stelle soll auch darauf hingewiesen sein, dass die ,blinde“ Injektion in den
linken Ventrikel des Herzens ohne Ultraschall-Uberpriifung, wie sie in diesem
Orientierungsexperiment durchgefihrt wurde, zu applikationsbedingten Artefakten
fuhrte. So wurden Zellen eventuell auch in weitere herznahe Gewebe (Herzmuskel,
Perikard) injiziert. Die Auswertung der Ergebnisse zeigte vermehrt Metastasen im
Thorax-Bereich sowie stark tumorbelastete Lungen. Dabei kann nicht differenziert
werden, ob es sich hierbei um ein Tumorwachstum ausgehend von den injizierten
Zellen oder ausgehend von Unterschieden in der Art der Applikation handelte. Eine
Minimierung der Artefakte kann durch eine Ultraschall-gestitzte Injektion der
Melanomzellen erreicht werden.

Aulerdem kommt es trotz der direkten Verbindung zwischen Herz und Gehirn Uber die

Karotiden zu einer Verteilung der Melanomzellen im gesamten Organismus, so dass
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nicht nur das Gehirn sondern auch zahlreiche andere Organsysteme von der
Metastasierung betroffen sein kénnen [139]. Die methodisch anspruchsvollere, direkte
Injektion in die Karotiden bzw. in das Gehirn grenzt die Verteilung der Melanomzellen
im Organismus ein, und vereinfacht somit den Mechanismus der Gehimn-

Metastasierung entscheidend. Dies ist jedoch bei Mausen schwierig zu beherrschen.

4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Schlussfolgerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese zur Beteiligung von extrazellularem
S100A4 bzw. der S100A4-RAGE-Interaktion bei der Ausbildung eines
prometastatischen Phanotyps sowie der S100A4-vermittelten endothelialen
Dysfunktion bestatigt. Dartuber hinaus wurde deutlich, dass sowohl die S100A4- als
auch die RAGE-Synthese bei A375-Melanomzellen autokrin reguliert sind, wodurch
eine Uberexpression des Liganden eine Erhdhung der Synthese des Rezeptors bewirkt
und umgekehrt. Durch diese autokrine Regulation sind die Melanomzellen
unabhangiger von &aufleren Faktoren. Zudem stellt diese Art der endogenen
Aktivierung einen weiteren Therapieansatz dar, beispielsweise durch den Einsatz von
sRAGE zur Minimierung der autokrinen Aktivierung. Weitere Behandlungsansatze sind
vor allem auf dem Gebiet der Immuntherapie denkbar. Klingelhéfer und Kollegen
konnten bereits nachweisen, dass ein monoklonaler S100A4-Antikérper die Lungen-
Metastasierung bei A/Sn-Mausen inhibierte [140]. Weiterhin moglich ware der Einsatz
von sRAGE oder RAGE-blockierenden Antikdrpern, um vor allem die S100A4-RAGE-
Interaktion und deren Stimulierung des invasiven Verhaltens von Melanomzellen zu
hemmen. Aufgrund der Komplexitat der Metastasierung inklusive aller daran beteiligten
Substanzen scheint jedoch eine kombinierte Therapie mit verschiedenen Pharmaka
und Methoden unabdingbar, um somit sowohl die Proliferation des Primartumors als

auch die Metastasierung zu unterdrticken.

Ausblick

Ausblickend auf weitere Forschungsansatze muss zunachst erwahnt werden, dass die
hier verwendete A375-Zelllinie nur ein Beispiel einer humanen Melanom-Zelllinie
darstellt. Zum einen ist die Expression und Synthese von S100A4, wie bereits erwahnt,
Zell- und Gewebe-spezifisch, und zum anderen besitzen verwendete A375-Zelllinien

verschiedener Arbeitsgruppen eine genotypische Variabilitdt. Beispielsweise zeigte
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eine Untersuchung der A375-Zellen aus unterschiedlichen Laboren inkonsistente
Genexpressionsprofile [141], so dass die hier ermittelten Ergebnisse an anderen
Zellmodellen validiert werden sollten. Auch flhren unterschiedliche Kultivierungs-
bedingungen zu verschiedenen Mikroumgebungen und dadurch verdnderten
Genexpressionsprofilen [10]. Komplexere Untersuchungen beispielsweise mit Tumor-
Spharoid-Modellen waren in der Lage, 3D-Modelle und dadurch starkere Zell-Zell-
Interaktionen in Anlehnung an einen Primartumor abzubilden.

Zwar bestatigte sich im Rahmen dieser Arbeit die S100A4-stimulierte Ausbildung des
prometastatischen Phanotyps bei A375-Zellen, jedoch sind die zugrundeliegenden
Mechanismen unklar. Insbesondere eine Fortflihrung der begonnenen Untersuchungen
der Signalweiterleitung Uber RAGE und NF-kB stellt dabei einen weiteren
experimentellen Ansatz dar. Denkbar ist beispielsweise der Einsatz von NF-kB-
Inhibitoren oder die Verringerung der RAGE-Expression durch siRNA-Transfektion, die
in dieser Arbeit nicht gelungen war. Eine Alternative zur Verwendung von siRNA ware
die Transfektion mit shRNA. Aufgrund des andersartigen Mechanismus in der Zelle ist
diese Art der Transfektion stabiler und effizienter im Vergleich zur siRNA-Transfektion.
Daruber hinaus ist die Stillegung von Genen durch shRNA spezifischer als eine
Uberexpression [123]. Typische Probleme der Uberexpression, wie der stabile Einbau
des Plasmids ins Wirtsgenom und eine unzureichende posttranslationale Modifikation
des Proteins durch Einbringen in einen Organismus ohne endogene Proteinsynthese
werden ebenso vermieden. Zudem ist es fiir Therapieansatze wichtig, sowohl die intra-
als auch die extrazellulare Konzentration des Zielproteins zu beeinflussen, um
kompensatorischen Mechanismen oder auto- und parakrinen Regulationen entgegen
zu wirken. Des Weiteren ist ein knock down des S100A4- bzw. RAGE-Gens durch die
Verwendung eines Plasmids mit einer CRISPR/Cas-Sequenz mdglich. Damit werden
komplementare RNA-Sequenzen in die Zellen eingebracht, die infolge der Expression
des Cas9-Proteins zur gezielten Deletion der betrachteten Gen-Sequenz fihren.

Die Untersuchungen an der Blut-Hirn-Schranke wiesen darauf hin, dass eine S100A4-
induzierte Verringerung der Zell-Integritat mit der veranderten Synthese von Junction-
Proteinen einherging. Analog zu den Untersuchungen zum prometastatischen
Verhalten der A375-Zellen wurde auch die Transmigration durch die S100A4-
Uberexpression bzw. den Einsatz von rekombinantem S100A4 und sRAGE signifikant
verandert. Somit wurde die prometastatische Aktivitat von S100A4 erneut bestatigt und
damit die aufgestellte Hypothese experimentell belegt. In weiteren Experimenten
kénnte beispielsweise der Einfluss von Proteasen oder anderen Matrix-abbauenden
Proteinen auf die Zell-Integritdt untersucht werden. Dabei ist insbesondere eine

Interaktion zwischen S100A4 und MMPs denkbar. Diese Interaktion wurde bereits flr
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verschiedene Zellsysteme beschrieben. Daher ist eine S100A4-MMP-vermittelte
Stimulierung der endothelialen Dysfunktion durchaus vorstellbar.

Das hohe metastatische Potential der A375-Zellen zeigte sich auch anhand der
Metastasierung in vivo. Die intrakardiale Injektion der Melanomzellen fuhrte frihzeitig
zur Bildung von Metastasen in unterschiedlichen Organen. Neben der Bildung von
Gehirnmetastasen verursachte die Uberexpression von S100A4 und RAGE zwei
spezielle Phanotypen, die sich zum einen in Lahmungen aufgrund von
Knochenmetastasen und zum anderen in Metastasen in den Ovarien duflerten. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst eine deskriptive Orientierungsstudie
durchgefihrt, die aufgrund der vergleichsweise geringen Tier-Anzahl und der
fehlenden GFP-Synthese in den nativen A375-Zellen keine abschliellende Beurteilung
der Arbeitshypothese erlaubt. Dies bedarf einer Optimierung des Tierversuchs. Zur
Verbesserung des Tierexperiments sollte die intrakardiale Injektion unter Ultraschall-
Kontrolle erfolgen, um die Entstehung der applikationsbedingten Artefakie zu
minimieren. Am Tiermodell sind im Anschluss auch Therapiestudien denkbar, die
beispielsweise die Wirkung von sRAGE bei S100A4-lberexprimierenden Tumoren
untersuchen. Zur besseren In-vivo-Bildgebung ware ein Expressionssystem geeignet,
dass neben dem S700A4- und RAGE-Gen auch die Sequenz zur Synthese eines rot
fluoreszierenden Proteins, beispielsweise mCherry, enthalt. Aufgrund der besseren
Gewebedurchdringung und der geringeren Autofluoreszenz im roten Bereich [142]
wlrde sich eine Fluoreszenz in diesem Spektrum anbieten, um die Bildung von
Metastasen zu einem friheren Zeitpunkt entweder direkt im Tier oder an
Ganztierschnitten zu detektieren. Parallel dazu kénnte die Etablierung einer A375-
Zelllinie, die nur das rot fluoreszierende Protein und weder S100A4 noch RAGE
exprimiert, Rickschlisse auf den Einfluss von S100A4 und RAGE auf die Gehirn-
Metastasierung zulassen. Unabhangig von der Art des fluoreszierenden Proteins
wirde sich ein Klonierungsansatz mit einem lentiviralen Vektor anstelle des pIRES2-
AcGFP1-Vektors anbieten, da ersterer zum einen eine stabilere Transfektion
gewahrleistet und zum anderen die haufig beobachtete, jedoch ungeklarte
unspezifische Stimulierung der Proteinexpression in den Zellen mit dem Leervektor

umgeht.
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Das maligne Melanom zahlt zu den aggressivsten und behandlungsresistentesten aller
Krebsarten. In den letzten 20 Jahren hat sich die Rate der Melanom-Erkrankungen
innerhalb der weillen Bevolkerung verdreifacht. Mittlerweile liegen eine Reihe von
Untersuchungen zu den molekularbiologischen Mechanismen der Entwicklung und
Progression des malignen Melanoms vor. Aktuelle Forschungsvorhaben beschaftigen
sich vor allem mit der Identifizierung Melanom-spezifischer Biomarker, die
diagnostische und prognostische Informationen liefern sowie die Entwicklung einer
Zielgerichteten, kombinierten und individualisierten Therapie des metastasierenden
Melanoms ermdglichen. In diesem Kontext soll die vorliegende Arbeit einen weiteren
Beitrag zum Verstandnis der Metastasierungskaskade und der daran beteiligten
Proteine leisten.

Aufgrund der Uberexpression in einer Reihe von Tumoren und seiner geringen
Molmasse von lediglich 11,5 kDa bietet sich das S100A4-Protein als Marker mit hoher
prognostischer Signifikanz flr verschiedene Tumorentitdten an. Jedoch ist die
Beteiligung von S100A4 bei der Ausbildung des invasiven Tumorphanotyps noch nicht
vollstandig aufgeklart. S100A4 besitzt zahlreiche intra- und extrazellulare
Bindungspartner, wobei die Metastasierung scheinbar ausschlief3lich durch das
extrazellulare Protein  beeinflusst wird. S100A4 wechselwirkt extrazellular
beispielsweise mit dem Rezeptor fir fortgeschrittene Glykierungsendprodukte (RAGE).
Ziel dieser Arbeit war es, speziell die Bedeutung von S100A4 und seiner Interaktion mit
RAGE flir das prometastatische Verhalten von Melanomzellen in vitro und in vivo naher
zu charakterisieren. Darlber hinaus sollte die Beteiligung von S100A4 bei der Gehirn-
Metastasierung untersucht werden, wobei insbesondere die Regulierung der
Endothelzell-Permeabilitdt und der transendothelialen Migration der Melanomzellen im
Vordergrund stand.

Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Motilitat sowie das migratorische und
invasive Verhalten von nativen A375-Melanomzellen sowie transgenen, S100A4- bzw.
RAGE-Uberexprimierenden A375-Zellen (A375-hS100A4 bzw. A375-hRAGE) in vitro
untersucht. Zudem wurden diese Metastasierungs-relevanten Eigenschaften nach
Zugabe von rekombinant hergestelltem S100A4 bzw. sRAGE, des S100A4-
Sekretionsinhibitors Brefeldin A (BFA), eines blockierenden RAGE-Antikérpers und
nach Transfektion mit S100A4-siRNA bestimmt. Zur weiteren In-vitro-Charakterisierung
der Metastasierung wurde ein BHS-Modell mit humanen zerebralen Endothelzellen
(hCMEC/D3-Zellen) etabliert und die Endothelzell-Integritdt nach der Inkubation mit
rekombinantem S100A4, Melanom-Zellkulturiiberstanden und nach der Kokultur mit
Melanomzellen untersucht. Dazu wurde zum einen der transendotheliale Widerstand

gemessen und zum anderen wurden anhand der Western-Blot-Analyse
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Veranderungen in der Proteinmenge der fir Endothelzellen charakteristischen Tight-
und Adherens-Junction-Proteine (Occludin, Claudin-5 und VE-Cadherin) detektiert.

Nach intrakardialer Injektion der Melanomzellen in athymische NMRI-nu/nu-Mause

wurde die Ausbildung von Metastasen in einem In-vivo-Orientierungsexperiment

geprift.

Zunachst wurde gezeigt, dass sowohl S100A4 die RAGE-Synthese als auch die
RAGE-Uberexpression die Synthese von S100A4 autokrin regulierte. Héhere
Konzentrationen an extrazellularem S100A4 stimulierten zudem die Motilitat,
Migration und Invasion der A375-Melanomzellen (Abbildung 5-1). Demgegeniber
fuhrte eine Verringerung der extrazellularen S100A4-Konzentration zu einer
Hemmung der prometastatischen Eigenschaften der Melanomzellen.

Somit wurde nachgewiesen, dass die S100A4-RAGE-Interaktion einen
entscheidenden Beitrag zur Ausbildung des prometastatischen Phanotyps bei

A375-Melanomzellen leistet.

Motilitat, Migration, Invasion

Zellintegritat ——

— Transmigration

Abbildung 5-1: Einfluss von extrazellulirem S100A4 auf das prometastatische Verhalten von

A375-Melanomzellen

Rekombinantes S100A4 fihrte zu einer parakrinen Regulation der RAGE-
Synthese bei hCMEC/D3-Zellen, wodurch eine Aktivierung der Endothelzellen
durch die S100A4-RAGE-Interaktion belegt wurde. Die Untersuchungen am BHS-
Modell zeigten zudem, dass die Zugabe von rekombinantem S100A4 im molaren
Uberschuss und die Kokultur mit A375-Melanomzellen die Zell-Permeabilitit der
zerebralen Endothelzellen und somit die Durchlassigkeit des Zellrasens erhoht
(Abbildung 5-1). Des Weiteren wurde eine signifikant erhdhte Transmigration der
Melanomzellen bei hoheren S100A4-Konzentrationen, d.h. bei S100A4-
Uberexprimierenden A375-Zellen oder nach Zugabe von rekombinantem S100A4,

gemessen (Abbildung 5-1).
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e Die Mause, denen die S100A4- oder RAGE-Uberexprimierenden Zellen injiziert
wurden, hatten deutlich kiirzere Uberlebenszeiten im Vergleich zu den Tieren mit
den nativen A375-Zellen und zeigten eine hohere Tumorlast in verschiedenen
Organen. Insbesondere nach Injektion von S100A4-Uberexprimierenden Zellen
kam es vermehrt zum Abmagern der Mause und zu Lahmungen, beginnend bei
den Hinterbeinen. Die Sektion der Tiere sowie die optische Bildgebung der Organ-
und Ganztierschnitte, basierend auf der Synthese des grin fluoreszierenden
Proteins in den transgenen Zelllinien, zeigten vereinzelt Gehirntumore, aber auch

zahlreiche Tumore in den Nebennieren, Ovarien und Knochen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde somit gezeigt, dass S100A4 und die Interaktion mit
RAGE die prometastatischen Eigenschaften der A375-Melanomzellen forderte. Zudem
verringerte extrazellulares S100A4 die Zell-Integritdt von Gehirn-Endothelzellen und
erleichterte somit die Durchdringung der Blut-Hirn-Schranke. Diese Erkenntnis Iasst
sich mdglicherweise auf andere Blut-Gewebe-Schranken Ubertragen. Die In-vivo-
Orientierungsstudie zeigte, dass S100A4- und RAGE-Uberexprimierende Zellen zu
einer verstarkten disseminierten Metastasierung flihrten, wobei sich zwei
unterschiedliche Verteilungsmuster ergaben. Dariber hinaus flihrten beide Zelllinien
vereinzelt zur Bildung von Gehirnmetastasen, wodurch sich die intrakardiale Injektion
durchaus als Modell flir weitere Therapiestudien mit dem Augenmerk der S100A4-
RAGE-stimulierten Metastasierung eignet. Die genauere Kenntnis regulativer
Mechanismen bei der Synthese und Sekretion von S100A4 sowie die
pathophysiologische Differenzierung der S100A4-Interaktion mit RAGE eréffnen neue
Wege, die S100A4-vermittelten Effekte therapeutisch zu beeinflussen. Daraus lassen
sich moglicherweise neue zielgerichtete Radionuklid-basierte Therapieansatze fir das

metastasierende Melanom ableiten.
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